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AI Bakterija Escherichia coli se nahaja kot komenzal v črevesju ljudi in jo lahko izoliramo iz blata večine 
ljudi, obstajajo pa tudi patogeni sevi E. coli. Nekateri med njimi povzročajo črevesna obolenja (angl. 
intestinal pathogenic E. coli, IPEC) oz. diareagene E. coli (angl. diarrheagenic E. coli, DEC). DEC 
delimo na šest glavnih patotipov: enterohemoragična oz. verotoksigena E. coli (EHEC oz. VTEC), 
enterotoksigena E. coli (ETEC), enteroinvazivna E. coli (EIEC), enteropatogena E. coli (EPEC), 
enteroagregativna E. coli (EAEC) in difuzno adherentna E. coli (DAEC). Namen magistrske naloge 
je bil ugotoviti, kako pogosto se pojavljajo klinično najpomembnejši patotipi DEC (knDEC) med 
izolati E. coli, osamljeni iz blata bolnikov s težje potekajočo drisko (ECB), pridobljeno v 
izvenbolnišničnem okolju, ki so potrebovali hospitalizacijo, in kontrolne skupine oseb brez driske 
(ECK). Preučevali smo 90 izolatov ECB in 40 izolatov ECK. Skupina bolnikov je bila nadalje razdeljena 
v skupino bolnikov, ki so drisko pridobili izven Evrope, ZDA ali Avstralije (ECBP), in bolnikov, ki so 
drisko pridobili v domačem okolju (ECBD). Z molekularno metodo PCR z uporabo komercialnega 
kompleta »Diarrhoeagenic E. coli PCR kit« proizvajalca SSI Diagnostica smo pri vseh 135 
preučevanih izolatih iskali knDEC na podlagi značilnih molekularnih označevalcev (eltA, estA, vtx1, 
vtx2, eae in ipaH), s katerimi smo določili štiri glavne knDEC-patotipe – EIEC, EPEC, EHEC/VTEC, 
ETEC. Z metodo serotipizacije in naborom antiserumov proizvajalca SSI Diagnostica in Denka 
Seiken smo vsem izolatom knDEC določali serološko skupino O. Med izolati knDEC ECB smo 
zasledili EPEC – A/EEC (14/95 izolatov; 15 %) in ETEC (7/95; 7 %), med izolati knDEC ECK pa 
EPEC – A/EEC (7/40 izolatov; 18 %) in VTEC (2/40; 5 %). Izolatov EIEC nismo zaznali v nobeni 
skupini. Med izolati ECB in ECK ni bilo statistično pomembnih razlik v pojavnosti knDEC (p = 0,960), 
zato lahko našo hipotezo, da se knDEC pogosteje pojavljajo pri bolnikih s težje potekajočo drisko kot 
v kontrolni skupini, zavržemo. Med izolati knDEC ECBD smo zasledili EPEC – A/EEC (8/49 izolatov; 
16 %) in ETEC (1/49; 2 %), med izolati knDEC ECBP pa EPEC – A/EEC (6/46 izolatov; 13 %) in 
ETEC (6/46, 13 %), razlike v pojavnosti med skupinama niso bile statistično pomembne (p = 0,365). 
Razlike v pojavljanju knDEC med ECBD in ECK niso bile statistično značilne (p = 0,521). Pri 
primerjavi pojavljanja izolatov knDEC med ECBP in ECK sicer ni bilo statistično značilnih razlik v 
pojavljanju knDEC (p = 0,699), opazili pa smo statistično značilno pogostejše pojavljanje patotipa 
ETEC med ECBP v primerjavi z ECK (p = 0,042). Primerjava naše študije z drugimi v Evropi ter z 
epidemiološkim spremljanjem okužb z E. coli v Sloveniji, ki jih izvaja NIJZ, je pokazala primerljive 
rezultate pojavljanja okužb s štirimi knDEC-patotipi – EIEC, EPEC, EHEC/VTEC, ETEC. 
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AB   The bacterium Escherichia coli coexists as a commensal in human intestines and can be isolated from 
the stool of most people. However, there are also pathogenic strains of E. coli. Some of these are 
capable of causing intestinal diseases, namely intestinal pathogenic E. coli (IPEC) or diarrheagenic  
E. coli (DEC). DEC are divided into six main pathotypes: enterohemorrhagic or verotoxigenic E. coli 
(EHEC or VTEC), enterotoxigenic E. coli (ETEC), enteroinvasive E. coli (EIEC), enteropathogenic 
E. coli (EPEC), enteroaggregative E. coli (EAEC) and diffusely adherent E. coli (DAEC). The purpose 
of the master's thesis was to determine how often the clinically most important DEC pathotypes 
(knDEC) occur among E. coli isolates, isolated from stool samples from patients with severe diarrhea 
(ECB), obtained in an outpatient environment requiring hospitalization, and control group of people 
without diarrhea (ECK). We examined 90 ECB isolates and 40 ECK isolates. The patients with diarrhea 
were further divided into patients who had acquired diarrhea outside Europe, the USA or Australia 
(ECBP), and patients who acquired diarrhea in domestic environment (ECBD). Using the molecular 
PCR method and commercialy available "Diarrhoeagenic E. coli PCR kit", manufactured by SSI 
Diagnostica, we examined knDEC in all 135 studied isolates by identifiying specific molecular 
markers (eltA, estA, vtx1, vtx2, eae and ipaH), which identified four major knDEC pathotypes – EIEC, 
EPEC, EHEC/VTEC, ETEC. Using the serotyping method and the antiserum sets manufactured by 
SSI Diagnostica and Denka Seiken, O serogroup was determined for all knDEC isolates. Among the 
knDEC ECB isolates we observed EPEC – A/EEC (14/95 isolates; 15 %) and ETEC (7/95; 7 %). 
Among the knDEC ECK we observed EPEC – A/EEC (7/40 isolates; 18 %) and VTEC (2/40; 5 %). 
We detected no EIEC isolates in any of the groups. Among ECB and ECK, there were no statistically 
significant differences in the incidence of knDEC (p = 0.960), therefore our hypothesis that knDEC is 
more common in patients with severe diarrhea can be discarded. Among the knDEC ECBD we 
observed EPEC – A/EEC (8/49 isolates; 16 %) and ETEC (1/49; 2 %) Among the knDEC ECBP we 
observed EPEC – A/EEC (6/46 isolates; 13 %) and ETEC (6/46, 13 %). The differences in incidence 
among the groups were not statistically significant (p = 0.365). The differences in the incidence of 
knDEC among ECBD and ECK were not statistically significant (p = 0.521). In comparing the 
occurrence of knDEC isolates among the ECBP and ECK, there were no statistically significant 
differences in the incidence of knDEC (p = 0.699), but the statistically significantly more frequent 
occurrence of the ETEC pathotype among the ECBP was observed compared to ECK (p = 0.042). 
Comparing our study to others in Europe and to the epidemiological monitoring of E. coli infections 
in Slovenia, performed by the Slovenian Public Health Institute, it showed comparable results of 
infections with the four main knDEC pathotypes – EIEC, EPEC, EHEC/VTEC, ETEC. 
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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
AAF fimbrije, imenovane agregativni adherentni faktorji  
(angl. aggregative adherence factors) 
ABIN-1 A20-vezavni inhibitor NF-κB 
(angl. A20-binding inhibitor of NF-κB) 
A/EEC (=aEPEC) sevi E. coli, ki povzročajo lezije A/E  
(angl. attaching and effacing Escherichia coli)  
aEPEC (=A/EEC) atipične EPEC (angl. atypical EPEC) 
BFP fimbrija tipa IV (angl. bundle-forming pilus) 
BHI gojišče » brain heart infusion« 
bp bazni par  
cAMP ciklični adenozin monofosfat  
(angl. cyclic adenosine monophosphate )  
celica M membranska epitelijska celica (angl. microfold cells) 
CF  kolonizacijski faktorji ETEC  (angl. colonization factor) 
CFTR regulator transmembranske prevodnosti pri cistični fibrozi oz. ionski 
kanal za prenos kloridnih ionov  
(angl. cystic fibrosis transmembrane conductance regulator) 
CFU število kolonizacijskih enot (angl. colony forming units) 
cGMP ciklični gvanozin monofosfat  
(angl. cyclic guanosine monophosphate)  
CNF1 citotoksični nekrotizirajoči faktor tipa 1  
(angl. cytotoxic necrotizing factor 1) 
DAEC difuzno adherentna E. coli (angl. diffusely adherent E. coli) 
DAF dejavnik, ki pospešuje razkroj (angl. decay-accelerating factor) 
dATP deoksiadenozin trifosfat (angl. deoxyadenosine triphosphate) 
dCTP deoksicitidin trifosfat (angl. deoxycytidine triphosphate) 
DEC E. coli, ki povzročajo črevesna obolenja/ diareagene E. coli 
(angl. diarrheagenic E. coli) 
dGTP deoksigvanozin trifosfat (angl. deoxyguanosine triphosphate) 
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DNA deoksiribonukleinska kislina (angl. deoxyribonucleic acid) 
dTTP deoksitimidin trifosfat (angl. deoxythymidine triphosphate) 
EAEC enteroagregativna E. coli (angl. enteroaggregative E. coli) 
EAF plazmid, z zapisom za adhezijo  EPEC  
(angl. EPEC adherence factor plasmid) 
EAST-1 toplotno stabilen enteroagregativni enterotoksin-1  
(angl. enteroaggregative E. coli heat-stable enterotoxin-1) 
ECB izolati E. coli pri skupini bolnikov 
ECBD izolati E. coli pri skupini bolnikov, ki niso potovali 
ECBP izolati E. coli pri skupini bolnikov, ki so potovali izven Evrope, ZDA 
ali Avstralije 
ECK izolati E. coli pri skupini kontrol 
EDTA etilendiamintetraocetna kislina  
(angl. ethylenediaminetetraacetic acid) 
EHEC  enterohemoragična E. coli (angl. enterohemorrhagic E. coli)  
EIEC enteroinvazivna E. coli (angl. enteroinvasive E. coli)  
EPEC enteropatogena E. coli (angl. enteropathogenic E. coli) 
ESCMID Evropsko združenje za klinično mikrobiologijo in nalezljive bolezni  
(angl. European Society of Clinical Microbiology and Infectious 
Diseases) 
ETEC enterotoksigena E. coli (angl. enterotoxigenic E. coli) 
ExPEC zunajčrevesni patogeni sevi E. coli 




glikolipid globotriaozilceramid  
(angl. glycolipid globotriaosylceramide)  
gvanozin trifosfat  (angl. guanosine triphosphate ) 
HUS  hemolitični uremični sindrom (angl. hemolytic-uremic syndrome) 
IBS sindrom razdražljivega črevesja (angl. irritable bowel syndrome) 
IDSA Ameriško združenje za nalezljive bolezni 
(angl. Infectious Diseases Society of America) 
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IL-2 interlevkin-2 (angl. interleukin-2) 
IL-8 interlevkin-8 (angl. interleukin-8) 
IL-10 interlevkin-10 (angl. interleukin-10) 
IPEC črevesni patogeni sevi E. coli (angl. intestinal pathogenic E. coli) 
IS insercijska zaporedja (angl. insertion sequences) 
knDEC klinično najpomembnejši patotipi DEC 
LEE otok patogenosti imenovan lokus za izbris enterocitov, ki vsebuje 
gene kateri omogočajo bakteriji povzročanje lezij A/E  
(angl. locus of enterocyte effacement) 
lezije A/E histopatološke spremembe črevesnega epitelija, ki se kažejo kot 
krajšanje in deformacija mikrovilov zaradi pritrjevanja EPEC  
(angl. attaching and effacing lesions) 
LT toplotno labilni enterototoksin ETEC (angl. heat labile enterotoxin) 
MLST  tipizacija zaporedij multiplih lokusov  
(angl. multilocus sequence typing) 
MLVA hkratna analiza večjega števila lokusov z variabilnim številom 
tandemskih ponovitev  
(angl. multi locus variable-number tandem repeat analysis) 
MNEC sevi E. coli, ki povzročajo neonatalni meningitis 
(angl. neonatal meningitis-causing E. coli), 
NAD+ nikotinamid adenin dinukleotid  
(angl. nicotinamide adenine dinucleotide) 
ne-knDEC nediareagena E. coli (patogeni potencial teh izolatov ni dokončno 
pojasnjen, lahko gre za druge, redke DEC, komenzalne seve E. coli 
ali ExPEC) 
NEMO esencialni modulator NF- κB (angl. NF- κB essential modulator) 
NF-κB jedrni dejavnik κB (angl. nuclear factor κB) 
PAI  otok patogenosti (angl. pathogenicity islands) 
PCR verižna reakcija s polimerazo (angl. polymerase chain reaction) 
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PFGE gelska elektroforeza v pulzirajočem električnem polju 
(angl. pulsed field gel electrophoresis) 
RFLP polimorfizem dolžin restrikcijskih fragmentov   
(angl. restriction fragment lenght polymorphism) 
RNA  ribonukleinska kislina (angl. ribonucleic acid) 
rRNA ribosomska RNA (angl. ribosomal RNA)  
SEPEC E. coli, ki povzroča sepso (angl. sepsis-causing E. coli) 
ShET-1 oligomerni enterotoksin ShET-1 (angl. Shigella enterotoxin-1) 
SNP polimorfizem posameznih nukleotidov  
(angl. single-nucleotide polymorphism) 
SPATE avtotransportrske serinske proteaze enterobakterij  
(angl. serine protease autotransporters of the Enterobacteriaceae) 
ST 
STEC 
toplotno stabilni enterototoksin ETEC (angl. heat stabile enterotoxin) 
E. coli, ki tvori Šigove toksine (angl. Shiga toxin-producing E. coli)  
Stx Šigov toksin (angl. Shiga toxin) 
TNF tumor nekrotizirajoči faktor  (angl. tumor necrosis factor) 
TPP trombotična trombocitopenična purpura  
(angl. thrombotic thrombocytopenic purpura) 
tRNA prenašalna RNA (angl. transfer RNA) 
UPEC uropatogeni sevi E. coli (angl. uropathogenic E. coli). 
VTEC  
Vtx 
verotoksigena E. coli (angl. verotoxin-producing E. coli) 
verotoksin (angl. verotoxin) 
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Bakterijo Escherichia coli uvrščamo v družino Enterobacteriaceae. Je po Gramu negativna 
bakterija paličaste oblike. Ima kemoorganotrofni metabolizem in je fakultativni anaerob. 
Glede optimalne temperature za rast jo uvrščamo med mezofilne mikroorganizme (Madigan 
in sod., 2015). Patogeni sevi E. coli so pridobili specifične virulentne dejavnike, ki jim 
omogočajo večjo sposobnost prilagajanja novim nišam in povzročanje bolezni. 
Zunajčrevesna obolenja, ki jih povzročajo patogene E. coli, so okužbe sečil, sepsa in 
meningitis, med črevesna obolenja sodi driska, kot možen zaplet pa tudi hemolitični 
uremični sindrom (Kaper in sod., 2004). 
 
E. coli, ki povzroča črevesna obolenja (IPEC), je poimenovana tudi z izrazom, ki ga je 
uveljavil CDC (angl. Centers for Disease Control and Prevention) in ki bo nadalje uporabljen 
tekom celotne naloge kot diareagena E. coli (angl. diarrheagenic E. coli, DEC). Med DEC 
sodijo različne patogene različice, ki se razlikujejo v naboru virulentnih dejavnikov in 
značilni patogenezi. Kolonizaciji sluznice in nadvladi gostiteljevih obrambnih mehanizmov 
sledi pomnoževanje bakterije in povzročanje škode gostitelju. Med glavne patotipe DEC 
uvrščamo: enteroinvazivno E. coli (angl. enteroinvasive E. coli, EIEC), enteropatogeno         
E. coli (angl. enteropathogenic E. coli, EPEC), enterohemoragično oz. verotoksigeno E. coli 
(angl. enterohemorrhagic E. coli, EHEC, verotoxigenic E. coli, VTEC), enterotoksigeno            
E. coli (angl. enterotoxigenic E. coli, ETEC), enteroagregativno E. coli (angl. 
enteroaggregative E. coli, EAEC) in difuzno adherentno E. coli (angl. diffusely adherent             
E. coli, DAEC) (Kaper in sod., 2004). 
 
Običajni način prenosa DEC je po fekalno-oralni poti s kontaminirano hrano in vodo. Možen 
je tudi prenos z neposrednim stikom med ljudmi (VTEC, EIEC, EPEC), z živali na človeka 
(VTEC) in prenos z aerosoli neposredno z vdihavanjem ali posredno preko kontaminiranih 
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Za diagnostiko okužbe z DEC je najprimernejša kužnina blato bolnika v akutni fazi bolezni 
(Shane in sod., 2017). Za dokazovanje se uporabljajo molekularne metode, najpogosteje 
uporabljena je metoda pomnoževanja nukleinskih kislin z verižno reakcijo s polimerazo 
(PCR) v kombinaciji s kultivacijo in serotipizacijo. 
 
Po smernicah ESCMID (angl. European Society of Clinical Microbiology and Infectious 
Diseases) in IDSA (angl. Infectious Diseases Society of America) klasična rutinska 
diagnostika infektivnih drisk, ki so pridobljene v izvenbolnišničnem okolju, vključuje 
kultivacijo salmonel, šigel, kampilobaktrov in jersinij. Za dokaz okužbe z DEC se odloča 
predvsem v določenih kliničnih situacijah, kot je dokaz STEC ob sumu na HUS ali dokaz 
ETEC (lahko tudi EIEC) pri potovalnih driskah (v teh primerih lahko iščemo tudi druge 
patogene, odvisno od epidemioloških okoliščin, npr. Vibrio parahaemolyticus, Aeromonas 
spp.) (Bonacorsi in sod., 2012; Shane in sod., 2017). 
 
1.1 NAMEN DELA 
V raziskavi smo želeli na podlagi genotipizacije in serotipizacije izolatov E. coli, osamljenih 
iz blata pri skupini bolnikov s težje potekajočo drisko, pridobljeno v izvenbolnišničnem 
okolju, ki so potrebovali hospitalizacijo, in kontrolni skupini oseb brez driske iz 
laboratorijske zbirke, ugotoviti pojavljanje klinično najpogostejših patotipov E. coli, ki 
povzročajo črevesna obolenja (knDEC) – EIEC, EPEC, VTEC, ETEC – z uporabo 
komercialnega kompleta »DEC PCR Kit for PCR Detection of Diarrhoeagenic E. coli 
(DEC)« (SSI Diagnostica, Hillerød, Danska). Nadalje smo želeli ugotoviti, ali se razlikuje 
pojavljanje knDEC med dvema skupinama bolnikov – bolniki s potovalno drisko, 
pridobljeno izven Evrope, ZDA ali Avstralije, in bolniki z drisko, pridobljeno v domačem 
okolju, ki niso potovali. 
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Na podlagi izbranih skupin preučevanih oseb v raziskavi – osebe iz kontrole skupine brez 
driske in bolniki s težje potekajočo drisko, pridobljeno v izvenbolnišničnem okolju, ki so 
potrebovali hospitalizacijo – pričakujemo, da so DEC pogosteje osamljene iz vzorcev blata 
bolnikov s težje potekajočo drisko kot iz vzorcev blata oseb iz kontrolne skupine. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 BAKTERIJA ESCHERICHIA COLI 
Bakterijo Escherichia coli (E. coli) je leta 1884 prvi opisal nemški pediater Theodor 
Escherich kot Bacterium coli commune. Uvrščamo jo v rod Escherichia, družino 
Enterobacteriaceae, red Enterobacteriales, razred Gammaproteobacteria in deblo 
Proteobacteria (Madigan in sod., 2015). 
 
Bakterija E. coli je po Gramu negativna bakterija paličaste oblike, velika 1 × 2 µm. Ima 
peritrihe flagele, odgovorne za kemotakso kot odgovor na kemične signale iz okolja. Ko v 
okolju ni gradienta kemijskega atraktanta, se bakterije premikajo v naključnem gibanju, ko 
pa je ta prisoten, se premikajo v smeri njegove povečane koncentracije. Med usmerjenim 
premikanjem naprej se flagelni motor vrti v nasprotni smeri urinega kazalca. Ko se bakterija 
nekontrolirano premika, pa se snop flagel razcepi in flagelni motor se vrti v smeri urinega 





Slika 1: Bakterija Escherichia coli (prirejeno po: Blair, 2018) 
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Je kemoorganotrof in fakultativni anaerob, ki lahko energijo pridobiva tako z respiratornim 
kot fermentativnim metabolizmom v odvisnosti od prisotnosti kisika. Izvaja mešano 
kislinsko fermentacijo glukoze in drugih sladkorjev, ki se lahko pretvorijo v glukozo. Kot 
stranski produkt nastajajo tri različne kisline: ocetna, mlečna in jantarjeva ter enakovredne 
količine CO2 in H2 (Madigan in sod., 2015). 
 
Optimalna temperatura za rast je okoli 39 °C, maksimalna 48 °C in minimalna 8 °C. 
Uvrščamo jo med mezofilne mikroorganizme (Madigan in sod., 2015). 
 
Genom seva E. coli MG1655 K-12, ki so mu kot prvemu določili celotno nukleotidno 
zaporedje, je velik 4,64 Mbp in ima 4721 genov. Večji del, 88 % genoma, sestavljajo protein 
kodirajoči geni, 1 % pa geni z zapisom za tRNA in rRNA. Preostalih 11 % genoma 
predstavljajo geni, ki so povezani z uravnavanjem genskega izražanja. E. coli vsebuje tudi 
genetske elemente, imenovane plazmidi. Do sedaj je bilo izoliranih okoli 300 različnih 
naravnih plazmidov. Ti imajo pogosto zapise, ki omogočajo patogenu pritrditev in 
kolonizacijo tarčnega mesta ter sintezo toksinov ali drugih encimov, s katerimi bakterija 
škodi tarčni celici. E. coli sintetizira kolicine, tj. proteinske toksine, ki ubijajo predstavnike 
tesno sorodnih vrst. Delujejo tako, da tvorijo ionske kanalčke v membrani ali razgradijo 
DNA oz. RNA tarčnih sevov (Madigan in sod., 2015). 
 
Podvojevanje kromosoma E. coli poteka v obeh smereh na vodilni in zastajajoči verigi z 
mesta začetka pomnoževanja (angl. origin of replication). Delitveni čas traja 40 min, v 
idealnih rastnih pogojih pa 20 min (Madigan in sod., 2015). 
 
2.1.1 Patogeni sevi Escherichia coli in z njimi povzročene okužbe 
Večina sevov E. coli je nepatogenih in komenzalov v črevesju ljudi in živali s stalno telesno 
temperaturo. Takšni sevi lahko povzročijo bolezni le pri organizmu z oslabljenim imunskim 
sistemom ali okvarjenimi gastrointestinalnimi pregradami. E. coli lahko izoliramo iz blata 
večine ljudi – tako zdravih oseb kot tudi bolnikov z drisko. Večinoma gre verjetno za 
komenzalne seve. Obstajajo pa tudi sevi, ki so pridobili specifične virulentne dejavnike, ki 
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jim omogočajo večjo sposobnost prilagajanja novim nišam, obenem pa tudi povzročanje 
širokega spektra bolezni (Kaper in sod., 2004). Patogene seve E. coli delimo na 
zunajčrevesne patogene oz. ExPEC (angl. extraintestinal pathogenic E. coli) in črevesne 
patogene oz. IPEC (angl. intestinal pathogenic E. coli) (Kaper in sod., 2004; Toval in sod., 
2014). 
 
Najpogostejša zunajčrevesna obolenja, ki jih povzročajo patogene E. coli, so okužbe sečil, 
sepsa in meningitis. Patotip, ki povzroča neonatalni meningitis, ima oznako MNEC (angl. 
neonatal meningitis-causing E. coli), patotip ki povzroča sepso, SEPEC (angl.                           
sepsis-causing E. coli) in patotip, ki povzroča okužbe urinarne poti (UTI), UPEC (angl. 
uropathogenic E. coli). Večinoma sevi UPEC izvirajo iz prebavil, kar je tudi razlog za 
pogostejše UTI pri ženskah, kjer je zaradi kratke razdalje med anusom in sečnico olajšan 
prenos črevesnih bakterij v sečila. Tako lahko izolati iz sečil sovpadajo z izolati iz blata istih 
oseb (Toval in sod., 2014). Pomemben virulentni dejavnik UPEC je citotoksični 
nekrotizirajoči faktor tipa 1 (angl. cytotoxic necrotizing factor 1, CNF1), protein, velik 113 
kDa. V mehurju povzroča luščenje uroepitelnih celic, v črevesju pa prispeva k uničenju 
mikrovilov, zmanjšanemu fagocitnemu delovanju celic imunskega sistema in povečani 
celični permeabilnosti (Bahrani-Mougeot in sod., 2002). Po nekaterih študijah naj bi imeli 
določeni sevi, izolirani iz blata bolnikov z drisko, in tudi nekateri sevi iz blata zdravih ljudi 
prisoten CNF1 in druge virulentne dejavnike (fimbrijo S in P ter kolicine) (Kuhar in sod., 
1998; Starčič Erjavec in Žgur-Bertok, 2015). Tudi pri izolatih E. coli iz blata psov z drisko 
so odkrili podobne profile virulentnih dejavnikov kot pri izolatih, ki povzročajo okužbe sečil 
s poudarkom na že omenjeno fimbrijo P in CNF1 (Starčič in sod., 2002). 
 
S črevesnimi okužbami je povezanih več patotipov, klinično najpogostejših oziroma 
najpomembnejših je po definiciji CDC šest. Skupaj so poimenovane kot diareagene E. coli, 
mednje pa uvrščamo: enteroinvazivno E. coli (EIEC), enteropatogeno E. coli (EPEC), 
enterohemoragično oz. verotoksigeno E. coli (EHEC oz. VTEC), enterotoksigeno E. coli 
(ETEC), enteroagregativno E. coli (EAEC) in difuzno adherentno E. coli (DAEC). EPEC, 
VTEC in ETEC lahko povzročijo bolezenske znake tudi pri živalih. V primerjavi s humanimi 
patogenimi sevi E. coli imajo živalski sevi VTEC in ETEC številne iste virulentne dejavnike, 
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a živalski sevi imajo tudi nekatere edinstvene kolonizacijske dejavnike, ki jih pri humanih 
sevih ne najdemo (Kaper in sod., 2004; Toval in sod., 2014). 
 
Evolucija komenzalnih sevov E. coli v patogene je potekala s horizontalnimi genskimi 
prenosi mobilnih elementov transpozonov, plazmidov, bakteriofagov in otokov patogenosti. 
Prihajalo je tudi do delecij, točkastih mutacij in preureditev genetskega materiala. Prenosi 
so se pojavljali neodvisno drug od drugega in z različnimi nabori specifičnih genov za 
virulentne dejavnike. Patogeni sevi ne izvirajo iz enega samega prednika, temveč so se 
večkrat pojavili iz različnih prednikov. Razen VTEC, ki je klonska skupina EPEC, vsi 
patotipi E. coli vsebujejo različne virulentne dejavnike (Clarke, 2001; Kaper in sod., 2004). 
 
2.2 PATOTIPI ESCHERICHIA COLI, KI POVZROČAJO ČREVESNA OBOLENJA 
Vsak patotip ima edinstveno patogenezo, ki sledi iz kolonizacije sluznice, nadvlade 
gostiteljevih obrambnih mehanizmov, pomnoževanja bakterije in povzročanja škode 
gostitelju (Kaper in sod., 2004). V rutinski diagnostiki DEC se običajno določa štiri do pet 
najpomembnejših patotipov: EIEC, EPEC, EHEC/VTEC in ETEC, lahko tudi EAEC, 
patotipa DAEC pa se zaradi slabšega poznavanja specifičnih virulentnih označevalcev 
običajno ne določa (Trkov in sod., 2015). 
 
2.2.1 Verotoksigena Escherichia coli (VTEC) 
2.2.1.1 Načini prenosa in epidemiologija 
Prenos VTEC poteka po fekalno-oralni poti s kontaminirano hrano in vodo, z neposrednim 
stikom med ljudmi in z živali na človeka. Asimptomatski izločevalci VTEC so 
prežvekovalci, še posebej govedo, saj je mikroorganizem del njihove normalne črevesne 
mikrobiote. Posledično so bili začetni izbruhi bolezni povezani z zaužitjem hamburgerjev in 
nepasteriziranega mleka. Poleg tega se lahko oseba okuži tudi z rekreacijsko in občinsko 
pitno vodo, kontaminirano z govejim fecesom, saj lahko VTEC v živalskem blatu preživijo 
od nekaj tednov do več mesecev. Raztros neobdelanega gnoja lahko povzroči kontaminacijo 
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različnih predmetov in površin, ki nato služijo kot sekundarni nosilci pri prenosu bakterije. 
Tako je v izbruhe lahko vpleteno sadje in zelenjava, kontaminirana med pridelavo ali 
predelavo. Za okužbo je potrebna nizka infektivna doza, pod 100 mikroorganizmov (Nataro 
in Kaper, 1998; Caprioli in sod., 2005). 
 
VTEC je razširjena v državah v razvoju, med njimi je v Argentini zabeležena najvišja 
svetovna incidenca HUS pri otrocih, mlajših od pet let (Croxen in sod., 2013). Za razliko od 
ostalih klinično pomembnih patotipov DEC pa so okužbe z VTEC pogoste v razvitih državah 
(Tomažič in Strle, 2017). Sev EHEC O157:H7 je najpogostejši povzročitelj izbruhov in 
sporadičnih primerov v ZDA, povezan je z več kot 30 % smrti zaradi HUS (0,97/100.000 
prebivalcev leta 2011). Vedno pogosteje se tudi pojavljajo ne-O157-sevi (1,10/100.000 
prebivalcev leta 2011) in so celo pogostejši kot sevi O157 v Evropi, Latinski Ameriki, 
Avstraliji in Afriki. Leta 2011 je hibridni sev EAEC-VTEC (serotip O104:H4) povzročil 
izbruh v 16 evropskih državah, z večino primerov, prijavljenih v Nemčiji (Croxen in sod., 
2013; Rahal in sod., 2015). 
 
2.2.1.2 Patogeneza in virulentni dejavniki 
Za razvoj bolezni mora bakterija uspešno kolonizirati distalni del tankega črevesa in debelo 
črevo. Slednje ji omogoča otok patogenosti, imenovan lokus za izbris enterocitov (angl. 
locus of enterocyte effacement, LEE), ki ima zapis za sistem izločanja tipa III in efektorske 
proteine, homologne tistim, ki jih sintetizira patotip EPEC. Ti stimulirajo črevesne 
epitelijske celice za izgradnjo »podstavka« na celični površini, na katerega se nato bakterije 
pritrdijo (Kaper in sod., 2004; Caprioli in sod., 2005). Značilnost VTEC so lezije                    
A/E – histopatološke spremembe črevesnega epitelija, ki se kažejo kot krajšanje in 
deformacija mikrovilov zaradi pritrjevanja E. coli (angl. attaching and effacing lesions). To 
je posledica predvsem kopičenja polimeriziranega aktina neposredno pod pritrjenimi 
bakterijami (Caprioli in sod., 2005). Pri nastanku povezav ima ključno vlogo intimin (gen 
eae), protein zunanje membrane (Cookson in Woodward, 2003). 
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Glavni virulentni dejavnik bakterije je toksin, imenovan verotoksin (Vtx), ki je tako 
poimenovan zaradi delovanja na celice Vero. Ker je soroden toksinu bakterije Shigella 
dysenteriae, ga poimenujemo tudi Šigov toksin (Stx), izraza sta sinonima. Za bakterijo se 
uporablja izraz verotoksigena E. coli (VTEC) ali E. coli, ki izdeluje Šigove toksine (STEC) 
(Caprioli in sod., 2005). 
 
Poznani sta dve podskupini družine toksinov Vtx, in sicer Vtx1 in Vtx2, ki imata 55-odstotno 
homologijo v aminokislinskem zaporedju (Kaper in sod., 2004). Vtx1 in Vtx2 sta kodirana 
na profagih, integriranih v kromosom bakterije (Croxen in sod., 2013). V obeh skupinah 
verotoksinov razlikujemo različne podtipe in znotraj tega več variant, npr. pri podtipu Vtx1a 
obstaja devet variant, pri Vtx1c štiri variante, pri Vtx1d ena, Vtx2a enaindvajset, Vtx2b 
šestnajst, Vtx2c osemnajst, Vtx2d osemnajst, Vtx2e štirinajst, Vtx2f dve in pri Vtx2g štiri 
variante. Bakterija lahko izdeluje eno ali pa tudi obe vrsti toksinov (Trkov in sod., 2015). 
 
Verotoksin je po svoji zgradbi toksin A-B in sestoji iz ene podenote A, ki je kovalentno 
vezana s petimi identičnimi podenotami B. Podenta A je aktivna podenota (angl. activity), 
podenote B omogočajo vezavo (angl. binding) na glikolipid globotriaozilceramid (angl. 
globotriaosylceramide, Gb3) na celični površini. Aktivirana podenota A cepi ribosomsko 
RNA in tako zavre proteinsko sintezo. Toksin se izloča v debelem črevesju, od koder nato 
potuje po krvnem obtoku do ledvic (Kaper in sod., 2004). Mehanizem transporta toksina še 
ni znan, predvideva pa se, da VTEC prehaja v črevesni epitelij preko celic M (angl. 
microfold cells) ter preživi v makrofagih, nakar se toksin sprosti v kri (Croxen in sod., 2013). 
Z neposrednim delovanjem toksina se poškodujejo endotelijske celice žilne stene in 
glomerulov, kar povzroči hemoragični kolitis in HUS (Tomažič in Strle, 2017). Posredno pa 
škodi z induciranjem lokalne proizvodnje citokinov in kemokinov ter z apoptozo črevesnih 
epitelijskih celic, kar povzroča lokalno škodo v debelem črevesu (Kaper in sod., 2004). V 
fecesu so lahko prisotni levkociti, ki okvarijo črevesno bariero s svojim prehodom v črevesni 
lumen (Thorpe, 2004). 
 
Sevi z zapisom za Vtx2 in intimin ter sevi, ki izdelujejo toksin enterohemolizin (gen ehxA), 
so povezani s težjo klinično sliko (Trkov in sod., 2015). 
10 
Brišar N. Opredeljevanje patogenosti izolatov E. coli, … kompleta »Diarrhoeagenic E. coli PCR Kit«. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
 
 
Čeprav več kot 200 serotipov E. coli lahko proizvede Vtx, pa večina teh serotipov ne vsebuje 
LEE-otoka patogenosti in pogosto ni povezana z razvojem bolezni pri človeku. Tako STEC 
ali VTEC označuje vsako E. coli, ki sintetizira Vtx, z izrazom EHEC pa označujemo 
podskupino Vtx-pozitivnih sevov, ki vsebujejo tudi otok patogenosti LEE. Toda odkrivajo 
pa se tudi LEE-negativni sevi, povezani z razvojem bolezni pri človeku, kot npr. sev 
O103:H21, kar dokazuje pomembnost tudi drugih virulentnih dejavnikov, kot npr. adhezina 
proteina ToxB, različnih sistemov za privzem železa, ureaze in toksina RTX. Slednji 





Slika 2: Prikaz tipičnih značilnosti v patogeni shemi verotoksigene E. coli (VTEC) (prirejeno po: Kaper in 
sod., 2004) 
Značilna je tvorba lezij A/E in izločanje verotoksina oz. Šigovega toksina (Kaper in sod., 2004). 
 
2.2.1.3 Klinična slika 
Okužbe z VTEC povzročajo spekter bolezni, od blage vodene driske do krvave driske oz. 
hemoragičnega kolitisa, ki predstavlja tveganje za razvoj potencialno smrtnega 
hemolitičnega uremičnega sindroma (angl. hemolytic-uremic syndrome, HUS) oziroma 
trombotične trombocitopenične purpure (angl. thrombotic thrombocytopenic purpura, TPP) 
(Kaper in sod., 2004). Obolenja prevladujejo v poletnih mesecih (Tomažič in Strle, 2017). 
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Inkubacijska doba traja približno tri dni. Začetni simptomi se kažejo kot driska (odvajanje 
tekočega blata trikrat ali večkrat na dan), ki jo lahko spremlja povišana telesna temperatura, 
trebušni krči in bruhanje. V enem do dveh dneh se lahko pri bolnikih razvije klinična slika 
hemoragičnega kolitisa. Znano je, da imajo sevi EHEC O157:H7 večjo incidenco krvave 
driske kot ne-157:H7-sevi. Pri slednjih pa je časovni okvir trajanja driske veliko daljši od 
EHEC O157:H7, pri katerih se driska pri hospitaliziranih bolnikih lahko razreši v enem 
tednu. V dveh do štirinajstih dneh po pojavu prvih simptomov lahko obolenje napreduje v 
glavni zaplet okužbe, v že omenjeni HUS. Največje tveganje obstaja pri otrocih in starejših 
osebah. HUS povzročajo večinoma EHEC O157:H7 ter tudi ne-O157-sevi kot so: O26, 
O103, O104:H4, O111, O121 in O145. Po podatkih različnih študij se ta zaplet lahko razvije 
pri 5–10 % okuženih in se kaže s klinično sliko trombocitopenije, hemolitične anemije in 
akutne ledvične odpovedi. Pri 10 % bolnikov, ki razvijejo HUS, je končni izid trajna ledvična 
okvara ali smrt. Pri 20–30 % okuženih z VTEC se pojavijo tudi dolgoročne posledice, kot 
so srčni in gastrointestinalni zapleti, nevrološke motnje, hipertenzija, kronična ledvična 
bolezen, vedenjske spremembe in sladkorna bolezen (Thorpe, 2004; Croxen in sod., 2013). 
 
2.2.1.4 Tipične serološke skupine O 
Najpogostejši serotip, ki povzroča bolezen pri človeku v večini predelov sveta, je EHEC 
O157:H7. V zadnjih letih pa postaja očitno, da je VTEC heterogena skupina organizmov in 
da več kot 380 serotipov, ki niso O157, lahko prav tako povzroči bolezenska stanja. Med 
najpogosteje prijavljenimi so O26, O45, O91, O103, O111, O113, O117, O118, O121, O145, 
O146 (Croxen in sod., 2013; Rahal in sod., 2015). 
 
2.2.1.5 Zdravljenje 
Navadno je okužba z VTEC samoomejujoča in izzveni po enem tednu. Zdravljenje poteka s 
podporno terapijo z nadomeščanjem tekočine in elektrolitov. Uporaba antibiotikov se 
odsvetuje, ker je povezana s povečanim tveganjem za razvoj HUS (Tomažič in Strle, 2017). 
Številni antibiotiki namreč sprožijo litični cikel bakeriofaga, ki kodira Vtx, in tako povečajo 
ekspresijo toksina. Trenutno še ni znanih ukrepov preprečevanja zapleta HUS (Croxen in 
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sod., 2013; Rahal in sod., 2015). Pri zadnjem izbruhu v Nemčiji z VTEC O104:H4 leta 2011 
je nemško združenje za infekcijske bolezni odsvetovalo uporabo ciprofloksacina in 
trimetoprim/sulfametoksazola (pa tudi aminoglikozidov in fosfomicina), ko je bilo 
antibiotično zdravljenje nujno, pa so priporočali uporabo karbapenemov. Kjer je bilo to 
klinično indicirano, so za skrajševanje izločanja VTEC O104:H4 priporočali uporabo 
rifaksimina in azitromicina (Bielaszewska in sod., 2012). 
 
Različni pristopi alternativnega zdravljenja vključujejo uporabo analogov receptorjev Vtx in 
vezavo toksina nanje, kar zmanjšuje njihovo razpoložljivost za receptorje tarčne celice. 
Nadalje bi bila mogoča uporaba zdravil, ki prehajajo skozi celično membrano in vežejo Vtx 
v notranjosti evkariontske celice ali vplivajo na prenos toksina v njej. Razvoj gre tudi v smeri 
uporabe nevtralizirajočih protiteles. Uporaba litičnih fagov pa naj bi zmanjšala število VTEC 
in vitro (Rahal in sod., 2015). 
 
2.2.2 Enterotoksigena Escherichia coli (ETEC) 
2.2.2.1 Načini prenosa in epidemiologija 
ETEC se prenaša po fekalno-oralni poti s hrano in vodo kontaminirano s človeškim blatom. 
Površinske vode so vir okužbe v državah v razvoju. ETEC naj bi v sladki vodi preživela do 
tri mesece, sposobna je tudi tvorbe biofilma (Croxen in sod., 2013; Tomažič in Strle, 2017). 
Infektivna doza je med 106 do 1010 CFU (Qadri in sod., 2005). 
 
ETEC je glavna povzročiteljica potovalne driske ter vzrok visoke obolevnosti in umrljivosti 
zaradi driske pri otrocih v državah v razvoju. Stopnja incidence se poveča med tremi in 
šestimi meseci starosti in nato zmanjša med petim in petnajstim letom (Qadri in sod., 2005). 
V razvitih državah povzroča sporadične izbruhe, npr. na Danskem leta 2006 in 2010, v ZDA 
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2.2.2.2 Patogeneza in virulentni dejavniki 
Patogeneza ETEC vključuje dva koraka, in sicer kolonizacijo črevesja, ki ji sledi izločanje 
enterotoksinov (Kaper in sod., 2004). 
 
ETEC kolonizira sluznico tankega črevesa. Posredujejo jo proteinski fimbrialni in fibrilarni 
površinski kolonizacijski faktorji (angl. colonization factors, CF). Kodirani so na virulentnih 
plazmidih. Do sedaj je bilo odkritih več kot 20 antigensko različnih CF, toda na podlagi 
epidemioloških raziskav naj bi 75 % ETEC, ki povzročajo okužbe pri človeku, izražalo 
CFA/I, CFA/II, CFA/IV. Protein EtpA pa je prehodno izpostavljen na konici flagela in tudi 
prispeva k pritrditvi (Kaper in sod., 2004; Croxen in sod., 2013). 
 
Pritrditvi sledi izločanje enterotoksinov, ki jih uvrščamo v dve skupini, in sicer med toplotno 
stabilne (angl. heat-stabile toxin, ST) in toplotno labilne enterotoksine (angl. heat-labile 
toxin, LT). Bakterija lahko izloča samo eno od skupin toksinov ali pa obe.  
 
Toksini LT so po strukturi in funkciji sorodni toksinu kolere. Gre za toksin A-B, ki sestoji 
iz petih identičnih podenot B in ene podenote A. Podenote B posredujejo vezavo toksina na 
gangliozidne receptorje na celični površini enterocitov, podenota A pa posreduje                     
ADP-ribozil transferazno aktivnost. ADP-ribozilni del prenese iz molekule nikotinamid 
adenin dinukleotid (angl. nicotinamide adenine dinucleotide, NAD+) na α-podenoto                      
G-proteina, ki ima osrednjo vlogo v regulaciji adenilat ciklaze. Podenota A povzroči stalno 
aktiviranost G-proteina (v normalnih razmerah je aktiviran, ko se nanj veže GTP, ob vezavi 
GDP je v neaktivni obliki), posledično je stalno aktivirana tudi adenilat ciklaza, kar pripelje 
do povečane ravni intracelularnega cikličnega adenozin monofosfata (angl. cyclic adenosine 
monophosphate, cAMP) v tarčni celici. cAMP povzroči aktivacijo od cAMP odvisne kinaze, 
kar pripelje do fosforilacije ionskega kanala za prenos kloridnih ionov oz. regulatorja 
transmembranske prevodnosti pri cistični fibrozi (angl. cystic fibrosis transmembrane 
conductance regulator, CFTR). Poveča se izločanje kloridnih ionov iz enterocitov ter 
zmanjša vstopanje kloridnih in natrijevih ionov, pri čemer voda pasivno sledi ionom. Prav 
tako lahko toksin LT spodbuja sintezo prostaglandina in stimulira črevesni živčni sistem, kar 
14 
Brišar N. Opredeljevanje patogenosti izolatov E. coli, … kompleta »Diarrhoeagenic E. coli PCR Kit«. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
 
 
dodatno pripomore k povečanemu izločanju elektrolitov in zmanjšani absorpciji v črevesju 
(Nataro in Kaper, 1998; Kaper in sod., 2004; Croxen in sod., 2013). 
 
Toksini ST so od 18 do 50 aminokislin dolgi peptidi. Delimo jih v dve podskupini, STa in 
STb, od katerih so samo STa-toksini povezani z razvojem bolezni pri človeku. Skupini se 
med seboj razlikujeta tako po strukturi kot tudi po mehanizmu delovanja. Toksin ST, za 
razliko od toksina LT, ne vstopi v eneterocite ampak se veže na receptor povezan z gvanilat 
ciklazo, tj. encim, ki cepi gvanozin trifosfat (angl. guanosine triphosphate, GTP) v ciklični 
gvanozin monofosfat (angl. cyclic guanosine monophosphate, cGMP). Slednji vpliva 
predvsem na zmanjšan vstop natrijevih in kloridnih ionov v enterocite in v manjši meri na 




Slika 3: Prikaz tipičnih značilnosti v patogeni shemi enterotoksigene E. coli (ETEC) (prirejeno po: Kaper in 
sod., 2004) 
Adhezija poteka s površinskimi kolonizacijskimi faktorji, sledi izločanje toplotno stabilnega in toplotno 
labilnega enterotoksina (Kaper in sod., 2004). 
 
2.2.2.3 Klinična slika 
Patofiziologija bolezni, ki jo povzroča ETEC, je podobna tisti, povzročeni z Vibrio cholerae. 
Tako simptomatske kot tudi asimptomatske okužbe so pogostejše v toplejšem času leta. 
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Klinična slika se kaže kot vodena driska in prizadene predvsem otroke in popotnike v 
državah s slabšim socialno-ekonomskim statusom. En dan do tri dni po okužbi z ETEC se 
bolezen prične z nenadnim pojavom vodenega blata brez krvi in vnetnih celic. Oseba 
pogosto bruha, kar skupaj z drisko vodi v dehidracijo zaradi izgube tekočin in elektrolitov 
(natrij, bikarbonat, kalij, klorid). Posledično se pospeši srčni utrip, zniža se krvni tlak in 
pojavijo se mišični krči. Običajno driska traja od tri do štiri dni in je samoomejujoča (Qadri 
in sod., 2005; CDC, 2014). 
 
2.2.2.4 Tipične serološke skupine O 
Obstaja vsaj 78 zaznanih antigenov O. Najbolj razširjeni so O6, O8, O25, O43, O78, O148, 
O153, O159 idr. (Quadri in sod., 2005; Croxen in sod., 2013). 
 
2.2.2.5 Zdravljenje 
Zdravljenje poteka s podporno terapijo z nadomeščanjem izgubljene tekočine in elektrolitov. 
Ob postavljenem sumu na drisko, povezano z ETEC, se lahko uvede zdravljenje z 
azitromicinom oz. kot alternativa s ciprofloksacinom (Tomažič in Strle, 2017). 
 
Pri otrocih v deželah v razvoju je med zdravljenjem potrebno zagotavljati tudi ustrezno 
prehrano. Prav tako dojenje zmanjšuje umrljivost in incidenco okužb pri novorojenčkih, saj 
imajo protitelesa IgA v materinem mleku zaščitno vlogo. Z ustreznim zdravljenjem je 
umrljivost oseb, ki razvijejo klinično sliko, manjša kot 1 % (Qadri in sod., 2005). 
 
2.2.3 Enteroinvazivna Escherichia coli (EIEC) 
2.2.3.1 Načini prenosa in epidemiologija 
EIEC se prenaša posredno po fekalno-oralni poti s kontaminirano hrano in vodo ter z 
neposrednim stikom med ljudmi (Croxen in sod., 2013). 
 
16 
Brišar N. Opredeljevanje patogenosti izolatov E. coli, … kompleta »Diarrhoeagenic E. coli PCR Kit«. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
 
 
Zaradi težav pri razlikovanju z bakterijo Shigella so epidemiološki podatki okužb z EIEC 
podcenjeni. Okužbe z EIEC se pojavljajo po vsem svetu, pogostejše so v državah v razvoju, 
kjer slabe higienske razmere pripomorejo k njenemu širjenju. V državah Latinske Amerike 
(Čile, Brazilija) in Azije (Tajska, Indija) se pogosto poroča o asimptomatsko okuženih 
osebah. V industrializiranih državah so okužbe povezane predvsem z osebami, ki so potovale 
v manj razvite države z visoko incidenco. Zabeleženi so tudi sicer redki primeri sporadičnih 
izbruhov, npr. v ZDA leta 1970 zaradi uživanja kontaminiranega sira (serotip O128), nadalje 
sta bila leta 2012 v Italiji in leta 2014 v Veliki Britaniji izbruha povezana s kontaminirano 
zelenjavo (serotip O96:H19) (Pasqua in sod., 2017). 
 
2.2.3.2 Patogeneza in viruletni dejavniki 
EIEC sprva prehaja iz lumna črevesja globlje v submukozo preko celic M v Peyerjevih 
ploščah s procesom transcitoze. V submukozi jo fagocitirajo makrofagi in dendritične celice, 
nakar bakterija izzove indukcijo njihove apoptoze. EIEC prav tako povzroči proizvodnjo 
interlevkina-2 (IL-2) in interlevkina-10 (IL-10) ter tumor nekrotizirajočega faktorja (angl. 
tumor necrosis factor, TNF) pri okuženih dendritičnih celicah (Gomes in sod., 2016). Ko se 
bakterija sprosti iz makrofagov, okuži sosednje epitelijske celice z invazijo skozi 
bazolateralno površino. Za zgodnje stopnje okužb je značilna sinteza proteinov VirA in 
IpgD, ki preprečujeta prezgodnjo celično smrt tarčne celice. Tako si EIEC ohranja nišo za 
znotrajcelično pomnoževanje (Kaper in sod., 2004; Pasqua in sod., 2017). 
 
Zgoščevanje aktinskih mikrofilamentov v nekakšen »rep« na enem od bakterijskih polov 
omogoča premikanje bakterije skozi citoplazmo epitelijske celice. V bližini celične 
membrane epitelijske celice rastoči aktinski filamenti bakterijo potisnejo in tako pri 
membrani povzročijo nastanek celične izbokline oz. izrastka. Tako se lahko bakterija vrine 
v sosednjo celico neposredno skozi membrano. Z lateralnim premikanjem po črevesnem 
epiteliju postopno prihaja do uničenja epitelijskih celic, pri tem pa je bakterija tudi 
zavarovana pred delovanjem imunskega sistema, saj ni izpostavljena zunajceličnemu okolju 
(Kaper in sod., 2004). 
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Zapisi za gene, potrebne za tovrstno patogenezo, se nahajajo na virulentnem plazmidu pINV. 
Njegovo nukleotidno zaporedje pravzaprav kaže, da gre za plazmid z mozaično strukturo, ki 
vključuje genetske elemente, pridobljene iz štirih različnih plazmidov. Strukturna in 
funkcionalna podobnost z virulentnim plazmidom, izoliranim iz sevov rodu Shigella, 
pojasnjuje njuno podobno patogenezo. Plazmid vsebuje insercijska zaporedja (angl. 
insertion sequences, IS), ima pa tudi 31 kb veliko regijo – otok patogenosti (angl. 
pathogenicity islands, PAI), ki je sestavljen iz dveh genskih skupkov. Eden kodira aparat 
T3SS oz. sistem izločanja tipa III. Drugi kodira transkripcijska regulatorja VirB in MixE, ki 
sta potrebna za aktivacijo genov virulentnih dejavnikov. Aparat T3SS sestavljajo proteina 
Mxi in Spa, efektorji IpaB, IpaC, IpaD in IpaH z njihovimi šaperoni IpgA, IpgC, IpgE in 
Spa15. Nekateri proteini družine IpaH so tudi kromosomsko kodirani, ostali omenjeni 
efektorji pa so kodirani z geni na plazmidu pINV (Pasqua in sod., 2017). 
 
Proteini IpaA, IpaB, IpaC, IpgD in IpaH, ki sestavljajo aparat T3SS, so pomembni v 
patogenezi EIEC. IpaB in IpaC sta vključena v tvorbo pore v gostiteljevi celični membrani. 
Poleg tega se IpaB veže na signalni protein CD44, kar sproži preureditev citoskeleta in olajša 
vstop mikroorganizma, vezava IpaB na kaspazo 1 na makrofagu pa rezultira v apoptozi in 
sprostitvi IL-1 iz makrofagov. IpaC aktivira GTPazo Cdc42 in protein Rac, kar sproži 
nadaljnjo polimerizacijo aktina. To vodi do nastanka že omenjenih celičnih izrastkov. 
Nasprotno IpaA s svojo vezavo na protein vinkulin sproži depolimerizacijo aktina in s tem 
pomaga pri organizaciji celičnih izrastkov v takšno strukturo, da je omogočen vstop bakterije 
v epitelijsko celico. IpgD pa reorganizira morfologijo epitelijske celice, saj povzroči odstop 
plazemske membrane od aktinskega citoskeleta in njeno nabrekanje (angl. membrane 
blebbing) (Kaper in sod., 2004). IpaH vpliva na razgradnjo gostiteljevih proteinov in njegov 
imunski odziv. IpaH9.8 interagira s proteinom NEMO (angl. NF-κB essential modulator) in 
ABIN-1 (angl. A20-binding inhibitor of NF-κB) ter pospeši dodatek molekul ubikvitina na 
NEMO. Ubikvitinacija posledično povzroči, da se NEMO razgradi s proteasomi, kar pripelje 
do aktivacije jedrnega faktorja κB (angl. nuclear factor κB), ki nato vpliva na vnetne in 
imunske odzive (Ashida in sod., 2010). 
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Poleg regije PAI plazmid vsebuje gen za protein IcsA, ki ima vlogo pri gibanju bakterije 
znotraj citoplazme tarčne celice, ter proteina OspG in OspF, ki vplivata na imunski sistem 
gostitelja (Pasqua in sod., 2017). Dodatni dejavnik virulence je tudi kromosomsko kodirani 




Slika 4: Prikaz tipičnih značilnosti v patogeni shemi enteroinvazivne E. coli (EIEC) (prirejeno po: Kaper in 
sod., 2004) 
Invaziji v celico sledi liza fagosoma, znotrajcelično pomnoževanje in premikanje po celici ter neposredno 
širjenje skozi bazolateralno membrano med epitelijskimi celicami (Kaper in sod., 2004). 
 
2.2.3.3 Klinična slika 
Simptomi bolezni po okužbi z EIEC spominjajo na bacilarno grižo ali šigelozo, povzročeno 
z bakterijo Shigella spp. V zgodnji fazi bolezni se pojavi blaga vodena driska, slabo počutje 
in zvišana telesna temperatura. Pogosto ima bolnik še trebušne krče, v blatu prisotno sluz, 
kri in levkocite ter je dehidriran. Ponavadi je driska samoomejujoča (Croxen in sod., 2013; 
Tomažič in Strle, 2017). 
 
Poroča se tudi o šigelozi podobnih zapletih, kot so toksični megakolon, perforacija črevesja, 
peritonitis, hipoglikemija in HUS. Znani so tudi primeri septikemije, nevroloških motenj in 
postinfekcijskega sindroma razdražljivega črevesja (angl. irritable bowel syndrome, IBS). 
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Zapleti se pojavljajo predvsem pri podhranjenih otrocih z oslabljeno imunostjo v državah v 
razvoju (Croxen in sod., 2013). 
 
2.2.3.4 Tipične serološke skupine O 
EIEC obsega 21 glavnih serotipov. Pomembnejši O-serotipi so O28, O29, O112, O115, 
O121, O124, O135, O136, O143, O144, O152, O159, O164, O167, O173 in O96. Antigeni 
O28, O112ac, O121, O124, O143, O144, O152, O167 so identični kot pri rodu Shigella 
(Pasqua in sod., 2017). 
 
2.2.3.5 Zdravljenje 
Okužbe z EIEC se zdravi s podporno terapijo z nadomeščanjem tekočine in elektrolitov 
(Tomažič in Strle, 2017). Ob zapletih je zdravljenje z antibiotiki podobno kot za šigelozo. 
Za otroke se priporoča zdravljenje z azitromicinom, ceftriaksonom in ciprofloksacinom, za 
odrasle s fluorokinoloni in azitromicinom (Croxen in sod., 2013). 
 
2.2.4 Enteropatogena Escherichia coli (EPEC) 
2.2.4.1 Načini prenosa in epidemiologija 
EPEC se prenaša po fekalno-oralni poti s kontaminirano hrano in vodo in z neposrednim 
stikom z okuženim človekom. Možen je tudi kapljični prenos neposredno z vdihavanjem ali 
posredno preko kontaminiranih predmetov. Glavni rezervoar bakterij je človek. Infektivna 
doza pri odraslih prostovoljcih je med 108 do 1010 mikroorganizmov (Nataro in Kaper, 1998; 
Croxen in sod., 2013).  
 
Prevalenca okužb z EPEC je v zadnjih letih v porastu v Južni Ameriki (Brazilija, Čile, Peru), 
Evropi (Nemčija), Aziji (Iran). Zadnji zabeleženi izbruhi pa so bili v ZDA, na Finskem, 
Kitajskem in Japonskem (Hu in Torres, 2016). Izbruhi z EPEC so pogostejši v toplejših 
mesecih. Glede na prisotnost določenih virulentnih dejavnikov (glej podpoglavje 2.2.4.2) 
delimo EPEC na dve skupini – tipične EPEC (tEPEC) in atipične EPEC (aEPEC). Že več 
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desetletij so serotipi tEPEC glavni vzrok za izbruhe in sporadične primere drisk pri otrocih 
do drugega leta starosti v državah v razvoju. Pojavnost drisk, povezanih s tEPEC, se nato 
zmanjšuje s starostjo in je pri odraslih osebah redka. Okužbe z aEPEC so bile več let značilne 
za industrializirane države, po novejših podatkih pa naj bi bile okužbe z aEPEC pogostejše 
kot tiste s tEPEC tako v razvitih državah kot v državah v razvoju (Croxen in sod., 2013). 
aEPEC se pojavljajo pri bolnikih z drisko vseh starosti ter tudi pri HIV-pozitivnih bolnikih 
(Gomes in sod., 2016). Število okužb z aEPEC je v porastu v Avstraliji, Južni Ameriki in v 
Evropi. Nasprotno pa se zmanjšuje število okužb s tEPEC v Afriki in Južni Ameriki, 
najverjetneje zaradi ozaveščanja ljudi, izboljšav sanitarnih pogojev in boljšega nadzora 
bolnišničnih okužb (Hu in Torres, 2016). EPEC je tudi povzročiteljica potovalne driske 
(Tomažič in Strle, 2017). 
 
2.2.4.2 Patogeneza in virulentni dejavniki 
Za okužbo z EPEC so povezane značilne histopatološke spremembe epitelijskih celic 
črevesne sluznice, imenovane lezije A/E. Bakterija se tesno pritrdi na membrano tarčne 
celice in povzroči motnje v celični površini, kar vodi do uničenja mikrovilov (Ochoa in 
Contretas, 2011). 
 
Vzpostavljanje takšnih sprememb ji omogočajo geni na 35 kb velikem otoku patogenosti, 
lokusu za izbris enterocitov LEE. Vsebuje gene, ki kodirajo intimin, receptor Tir, sistem 
izločanja tipa III, translokatorje (EspA, EspB in EspD) in efektorske proteine (EspF, EspG, 
EspH, Map in EspZ), regulatorni protein Ler (angl. LEE-encoded regulator), represor GrlR 
(angl. global regulator of LEE proteins, repressor) in aktivator GrlA (angl. global regulator 
of LEE proteins, activator). Značilen za EPEC je tudi 70–100 kb velik plazmid EAF (angl. 
EPEC adherence factor plasmid). Ta vsebuje zapis za gen bfpA, ki kodira fimbrijo tipa IV, 
imenovano BFP (angl. bundle-forming pilus), ki posreduje adherenco (pritrjanje) bakterij na 
epitelijske celice in bakterij med seboj (Ochoa in Contretas, 2011). 
 
Nekateri sevi z genom eae naj bi bili manj patogeni ali nepatogeni – t.i. A/EEC (angl. 
attaching and effacing E. coli) oz. aEPEC – in se jih od virulentnih sevov (tEPEC) razlikuje 
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s serotipizacijo. Na podlagi prisotnosti plazmida EAF pa lahko ločimo tipične in atipične 
EPEC. Atipične EPEC (aEPEC) nimajo plazmida EAF in posledično nimajo BFP, ampak 
vsebujejo samo otok patogenosti LEE ter povzročajo lezije A/E. Pri sevih aEPEC so poznane 
številne serološke skupine. Navadno so manj patogeni kot tEPEC in so največkrat povezane 
z diarealnimi izbruhi pri odraslih in otrocih v industrializiranih državah (Trkov in sod., 
2015). Tipični EPEC (tEPEC) pa vsebujejo tako otok patogenosti LEE kot tudi plazmid 
EAF. tEPEC povzročajo okužbe predvsem v državah v razvoju (Kaper in sod., 2004). 
 
Model patogeneze še ni natančno pojasnjen; predvideva se, da v patogenezi sodeluje več 
proteinov, ki imajo prekrivajoče se funkcije. Bakterija se tesno pritrdi na enterocite tankega 
črevesa s proteinom EspA, ki tvori strukturo, podobno igli. Ta sega od bakterijske površine 
do membrane tarčne celice. Po pritrditvi proteina EspB in EspD tvorita poro in v enterocit 
se prenesejo bakterijski efektorski proteini. EPEC se lahko pritrdi tudi z drugimi zunanjimi 
membranskimi adhezini, med katerimi je najpomembnejši intimin. Interakcija                       
intimin-protein Tir (angl. translocated intimin receptor), ki je vstavljen v membrano tarčne 
celice, omogoči pritrditev bakterije. Intimin sproži signalizacijske kaskade v enterocitih, kar 
vodi do fosforilacije gostiteljske fosfolipaze in kopičenja polimeriziranega F-aktina pod 
mestom pritrditve bakterije ter prispeva k tvorbi podstavka celic kript. Pri tem sodelujejo 
tudi drugi bakterijski proteini, in sicer vinkulin, kortaktin, talin in α-aktinin. Struktura in 
delovanje mikrovilov se poruši in posledično pride do okvarjene absorpcije v črevesju 
(Kaper in sod., 2004; Ochoa in Contretas, 2011). 
 
Do driske pripelje kombinacija različnih mehanizmov. Zaradi uničenja mikrovilov se 
zmanjša absorptivna površina. Prav tako bakterijski efektorski proteini vplivajo na ionske 
kanale enterocitov. Tir, Map, EspF in EspH inhibirajo natrij-D-glukozni transporter, ki 
prispeva k absorpciji tekočine iz črevesja. EspF in EspG vplivata na lokalizacijo 
akvaporinov, EspG in EspG2 motita prenos kloridnih ionov preko apikalne membrane, kar 
ima za posledico zmanjšano Cl-/OH+-izmenjavo (Croxen in sod., 2013). EspF in MAP 
slabita tesne stike med epitelijskimi celicami in povečata prepustnost črevesnega epitelija. S 
transkripcijskimi in posttranskripcijskimi mehanizmi zmanjšujeta količino proteinov, ki 
tvorijo stike, ter jih zadržujeta v citoplazmi celice (Singh in sod., 2018). Aktivira se tudi 
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proteinski kompleks, imenovan transkripcijski jedrni faktor NF, ki prispeva k aktivaciji 
imunskega sistema in blagemu vnetnemu odzivu. Poveča se koncentracija IL-8 in 





Slika 5: Prikaz tipičnih značilnosti v patogeni shemi enteropatogene E. coli (EPEC) (prirejeno po: Kaper in 
sod., 2004) 
Začetna adhezija na tarčno celico je lahko posredovana s fimbrijo BFP, membranskimi adhezini, med katerimi 
je najpomembnejši intimin ali proteinom EspA. Predvideva se, da imajo proteini, ki sodelujejo v patogenezi 
prekrivajoče se funkcije. Sledi nastanek lezij A/E. BFP; bundle forming pilus (Kaper in sod., 2004). 
 
2.2.4.3 Klinična slika 
Klinična slika se kaže kot vodena driska. Bolnik ima lahko povišano telesno temperaturo in 
bruha. Odrasli so pogosto asimptomatsko okuženi oziroma nosilci, otroci lahko razvijejo 
simptomatsko obliko. Zabeleženi so tudi primeri perzistentne oblike driske (Croxen in sod., 
2013). 
 
2.2.4.4 Tipične serološke skupine O 
V skupini aEPEC je bilo do sedaj ugotovljenih več kot 200 O-antigenov. Najpogosteje 
izolirana serološka skupina je O51, pogoste so tudi O26, O55, O86, O111, O119, O125, 
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O128. Med tEPEC pa so pogoste O55, O86, O111, O114, O119, O127 in O142 (Croxen in 
sod., 2013; Ochoa in Contrera, 2011). 
 
2.2.4.5 Zdravljenje 
Večina okužb je samoomejujočih, bolnika se zdravi s podporno terapijo z uporabo oralne 
rehidratacijske tekočine, pri hujših primerih s parenteralno rehidracijo (Tomažič in Strle, 
2017). 
 
2.2.5 Enteroagregativna Escherichia coli (EAEC) 
2.2.5.1 Načini prenosa in epidemiologija 
EAEC se prenaša po fekalno-oralni poti, rezervoar še vedno ni popolnoma določen, zaenkrat 
se predvideva, da je to človek (Jensen in sod., 2014). 
 
Sprva so bile EAEC povezane z diarealnimi izbruhi pri otrocih in odraslih v 
industrializiranih državah. V današnjem času pa so pogosteje zastopane pri odraslih z akutno 
drisko v razvitih državah in pri otrocih (mlajših od pet let) z akutno drisko v manj razvitih 
predelih Latinske Amerike, Azije, Afrike in Vzhodnoevropskih državah (Estrada-Garcia in 
sod., 2014). V razvitih državah so bili zabeleženi tudi izbruhi z EAEC, npr. leta 1995 v Srbiji 
in leta 2005 na Japonskem. Kot je že omenjeno v poglavju o VTEC (glej podpoglavje 
2.2.1.1), je bil leta 2011 izbruh tudi v Nemčiji, povzročen s hibridnim sevom EAEC-VTEC 
(O104:H4) (Jensen in sod., 2014). EAEC se pojavlja tudi kot pogost vzrok potovalnih drisk 
(Okhuysen in DuPont, 2010). 
 
2.2.5.2 Patogeneza in virulentni dejavniki 
Patogeneza EAEC vključuje tri faze, in sicer pritrjanje na epitelijske celice črevesne 
sluznice, povečano izločanje sluzi, kar prispeva k tvorbi bakterijskega biofilma, ter 
sproščanje toksinov in spodbujanje črevesnega vnetja (Jensen in sod., 2014).  
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Bakterije se na epitelijske celice črevesne sluznice debelega in tankega črevesa pritrjajo v 
značilnem avtoagregativnem vzorcu »zloženih opek« (angl. stacked-brick) s pomočjo 
različnih fimbrialnih in afimbrialnih površinskih struktur. Ene izmed njih so fimbrije, 
imenovane agregativni adherentni faktorji (angl. aggregative adherence factors, AAF), ki so 
kodirani na plazmidu pAA. Z njimi se bakterija pritrdi na ekstracelularne proteine matriksa 
fibronektin, laminin in kolagen tipa IV. Prav tako je protein zunanje membrane TolC 
povezan z izločanjem trenutno še neznanega dejavnika, ki tudi prispeva k agregaciji. Protein 
disperzin pa v nasprotju z AAF omogoča tvorjenje bolj ohlapne plasti bakterijskih celic, kar 
olajša širjenje po površini in samo penetracijo v črevesno sluznico. Disperzin v kombinaciji 
z ABC-transporterskim sistemom povzroči spremembe v polarizaciji zunanje membrane. 
Flagelinski protein EAEC pa spodbuja izločanje IL-8, ki spodbuja prehajanje nevtrofilcev 
preko epitelija in tako pripomore k razrahljanju stikov med celicami v tkivu (Kaper in sod., 
2004; Kaur in sod., 2010). 
 
V drugi fazi EAEC spodbuja epitelijske celice na površini črevesne sluznice k povečanemu 
proizvajanju debele plasti sluzi. To pripomore k nastanku bakterijskega biofilma (Cennimo 
in sod., 2007). 
 
Tretja stopnja patogeneze vključuje izločanje treh vrst toksinov. Mednje sodijo oligomerni 
enterotoksin ShET-1 (angl. Shigella enterotoxin-1), toplotno stabilen enteroagregativni 
enterotoksin-1 (angl. enteroaggregative E. coli stable toxin 1, EAST-1) in avtotransportrske 
serinske proteaze enterobakterij (angl. serine protease autotransporters of the 
Enterobacteriaceae, SPATE). Toksin ShET-1 povzroči povečano izločanje črevesne 
tekočine, hemoragično nekrozo, povečuje odprtine kript in krajša črevesne resice. EAST-1 
povzroči povečano izločanje kloridnih ionov in je povezan s sekretorno drisko. Citotoksični 
učinki pa so povzročeni s sproščanjem toksinov v skupini SPATE. Toksin Pet (angl. plasmid 
encoded toxin) cepi spektrin v epitelijskem citoskeletu, kar povzroči zaokroževanje 
epitelijskih celic, toksin Sat (angl. secreted autotransporter toxin) pa s svojim delovanjem 
rahlja tesne stike med celicami ledvic in mehurja. Mucinaza Pic (angl. protein involved in 
intestinal colonization) ovira celovitost sluznice (Jensen in sod., 2014). Povezava flagelina 
EAEC in Tollu-podobnega receptorja 5 izzove sproščanje vnetnih mediatorjev, kot so IL-1, 
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IL-8, interferon, laktoferin in fekalni levkociti. IL-8 deluje kot proinflamatorni kemokin in 
olajša izločanje črevesne tekočine (Kaur in sod., 2010; Okhuysen in DuPont, 2010). 
 
Večina virulentnih dejavnikov je uravnana s transkripcijskim aktivatorjem AggR, kodiranim 
na plazmidu pAA. AggR nadzoruje izražanje na plazmidu pAA zapisanih genov za 
virulentne dejavnike in vsaj dva otoka patogenosti, zapisana v kromosomu bakterije 
(Okhuysen in DuPont, 2010). Eden kodira siderofor jersiniabaktin, drugi hemolizin in           
P-fimbrijo (Jensen in sod., 2014). Seve, ki imajo zapis za AggR, in gene, regulirane z njim, 
imenujemo »tipični EAEC«, sevi, pri katerih ni prisotna regulacija z AggR, pa »atipični 




Slika 6: Prikaz tipičnih značilnosti v patogeni shemi enteroagregativne E. coli (EAEC) (prirejeno po: Kaper in 
sod., 2004) 
Bakterije se na tarčne celice pritrjajo v značilnem avtoagregativnem vzorcu »zloženih opek« s fimbrijami in 
spodbujajo epitelijske celice k povečanemu izločanju sluzi, kar prispeva k tvorbi bakterijskega biofilma. 
Bakterije izločajo enterotoksine (vplivajo na spremenjen prenos elektrolitov in vode preko črevesne sluznice, 
prizadane večinoma tanko črevo) in citotoksine (povzročajo okvaro sluznice z vnetjem, prizadane večinoma 
debelo črevo). AAF; aggregative adherence factors (Kaper in sod., 2004; Tomažič in Strle, 2017). 
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2.2.5.3 Klinična slika 
Po okužbi z EAEC traja inkubacijska doba od osem do osemnajst dni, nakar se pokažejo 
simptomi vodene driske s sluzjo. Poleg tega se lahko pojavijo slabost, bruhanje, bolečine v 
trebuhu, povišana telesna temperatura in občasno krvavo blato. Simptomi navadno sami 
izzvenijo (Cennimo in sod., 2007). 
 
Pri HIV-pozitivnih bolnikih in otrocih v državah v razvoju pa lahko EAEC povzroča tako 
akutno kot perzistentno drisko (driska, ki traja več kot 14 dni), kar vodi v bolnikovo 
podhranjenost. Dolgotrajna okužba namreč povzroči kronično vnetje v črevesju, kar 
poškoduje črevesni epitelij in zmanjša sposobnost absorpcije hranil. Akutni infekcijski 
gastroenteritis poveča možnost razvoja postinfekcijskega IBD (Croxen in sod., 2013). Osebe 
so lahko okužene tudi asimptomatsko (Okhuysen in DuPont, 2010). 
 
Klinično stanje se razlikuje med posamezniki in je odvisno tudi od genetske predispozicije 
gostitelja. Osebe z višjimi ravnmi fekalnega IL-8 pogosteje razvijejo simptomatsko obliko 
driske. Te osebe imajo v genetskem zapisu na poziciji –251 v promotorju gena za IL-8 
prisoten polimorfizem posameznih nukleotidov (angl. single-nucleotide polymorphism, 
SNP). Homozigoten genotip AA na tej poziciji povzroča višje ravni fekalnega IL-8. 
Nasprotno osebe, ki imajo heterozigoten genotip na tej poziciji, simptomatske oblike driske 
ne razvijejo tako pogosto (Kaur in sod., 2010). Podobno je SNP za T/C-substitucijo v eksonu 
15 laktoferinskega gena povezan s povečano občutljivostjo razvoja driske in vnetja 
(Cennimo in sod., 2007). 
 
2.2.5.4 Tipične serološke skupine O 
Serotipizacija EAEC ni priporočljiva, saj obstaja precejšnja raznolikost med sevi, pojavljajo 
pa se tudi taki, ki nimajo O-antigenov. Dodatno oviro predstavljajo tudi avtoaglutabilni 
fenotipi. Pogostejši O-serotipi so O3, O44, O73, O92, O111, O126 (Jensen in sod., 2014; 
Croxen in sod., 2013). 
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Okužbe z EAEC se zdravi s podporno terapijo (Tomažič in Strle, 2017). V večini predelov 
sveta so sevi EAEC še občutljivi za fluorokinolone, azitromicin, rifaksimin, 
amoksicilin/klavulansko kislino in nalidiksično kislino, ki se uporabljajo pri kliničnih 
indikacijah. Odkrivajo se tudi alternative zdravljenja, med njimi uporaba laktoferina, za 
katerega je in vitro dokazano, da zavira adhezijo EAEC in tako nastanek biofilma (Kaur in 
sod., 2010). 
 
2.2.6 Difuzno adherentna Escherichia coli (DAEC) 
2.2.6.1 Načini prenosa in epidemiologija 
Prenos DAEC je po fekalno-oralni poti s hrano in vodo kontaminirano s človeškim ali 
živalskim blatom. Čeprav so iz telet izolirali seve E. coli z afimbrialnimi adhezini Afa-VII 
in Afa-VIII, do sedaj ni dokazov o možnosti direktnega prenosa z živali na ljudi (Servin, 
2014). 
 
DAEC je pogost vzrok driske pri otrocih v državah v razvoju (Brazilija, Iran, Mehika, Peru, 
Kolumbija). Pojavlja se tudi kot povzročiteljica potovalne driske pri potnikih, ki so potovali 
v Latinsko Ameriko (Croxen in sod., 2013). 
 
2.2.6.2 Patogeneza in virulentni dejavniki 
V skupini DAEC ločimo tipične seve Afa/Dr DAEC in zaenkrat manj znane atipične seve. 
Med atipičnimi ločimo dve podskupini, ena vsebuje adhezine družine Afa/Dr, ki se vežejo 
na receptor DAF (angl. decay-accelerating factor), druga pa adhezine AfaE-VII, AfaE-VIII, 
AAF-I, AAF-II, AAF-III, ki se na omenjeni receptor ne vežejo (Croxen in sod., 2013). 
 
Za DAEC je značilna prisotnost difuznega vzorca pri pritrjanju na celice. Tak vzorec 
omogočajo adhezini, kodirani na operonih družine afa/dra/daa (Le Bouguenec in Servin, 
2006). Približno 75 % sevov DAEC izraža fimbrialni adhezin F1845, ki ga uvrščamo v 
družino adhezinov Afa/Dr. Znani pa so tudi drugi adhezini v tej družini, med njimi AfaE-I, 
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AfaE-II, AfaE-III, AfaE-V, Dr, Dr-II in NFA-I. Z adhezinoma F1845 in Dr se bakterija veže 
na receptor DAF. Ta molekula je izražena na apikalni površini polariziranih epitelijskih 
celic. V okuženih enterocitih tankega črevesa nastajajo dolgi celični podaljški, ki obdajo 
posamezne pritrjene bakterije. Po vezavi prihaja do razpadanja F-aktina in vilina, dveh 
glavnih proteinov citoskeleta, kar posledično povzroči uničenje mikrovilov. Preureditev 
proteina ZO-1 in okludina pa vodi v spremenjene tesne povezave med epitelijskimi celicami 
in slabe tesne stike, zaradi česar se poveča prepustnost celic za paracelularni transport. 
Poveča se tudi sinteza proinflamatornega citokina IL-8, ki inducira transepitelijsko 
prehajanje polimorfonuklearnih levkocitov. Enterociti povečajo sintezo TNF-α in IL-β, kar 
povratno deluje v regulaciji receptorja DAF. Iz tega izhaja tudi domnevna povezava med 
DAEC in Chronovo boleznijo, za katero je značilna povečana vrednost molekule DAF. 
Prisotnost sevov Afa/Dr DAEC pri bolnikih s to boleznijo lahko prispeva k povečanemu 
vnetju črevesja (Croxen in sod., 2013; Le Bouguenec in Servin, 2006). DAEC sintetizira tudi 




Slika 7: Prikaz tipičnih značilnosti v patogeni shemi difuzno adherentne E. coli (DAEC) (prirejeno po: Kaper 
in sod., 2004) 
V okuženi celici so vidni citopatski učinki kot nastanek dolgih celičnih podaljškov, ki obdajo posamezne 
pritrjene bakterije (Kaper in sod., 2004). 
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2.2.6.3 Klinična slika 
Okužba z DAEC je povezana s kliničnimi znaki vodene driske, ki lahko preide v perzistentno 
obliko pri otrocih in predstavlja povečano tveganje za podhranjenost pri dojenčkih med 
osemnajstimi meseci in petimi leti. Odrasle osebe lahko postanejo asimptomatski prenašalci 
bakterije, pri čemer se predvideva, da lahko to vodi tudi k vnetju, povezanemu s Chronovo 
boleznijo (Croxen in sod., 2013). 
 
2.2.6.4 Tipične serološke skupine O 
V skupini DAEC je znanih več različnih O-serotipov, pogosto omenjeni so O89, O99, O126 
(Croxen in sod., 2013). 
 
2.2.6.5 Zdravljenje 
Zdravljenje poteka s podporno terapijo z nadomeščanjem tekočine in elektrolitov. Trenutno 
je to edini način zdravljenja za preprečevanje dehidracije in prehranskih pomanjkljivosti pri 
otrocih (Croxen in sod., 2013; Tomažič in Strle, 2017). 
 
2.3 EPIDEMIOLOŠKI PODATKI ZA SLOVENIJO 
Kot je razvidno iz preglednice 1, je bilo prijavljenih primerov okužb z E. coli v Sloveniji v                      
desetletnem povprečju obdobja 1998–2007 skupno 177. Med prijavami prevladujejo okužbe 
z VTEC (64 primerov), sledijo okužbe z EPEC (39 primerov), z ETEC (2 primera). Ostalih 
40 prijavljenih primerov so bile druge okužbe z E. coli. Leta 2007 sta bila zabeležena tudi 
dva izbruha okužb (okužba z vodo in hrano) (Grilc in sod., 2008). V obdobju 2006–2016 je 
opaziti spremenjen trend v pojavljanju patotipov VTEC in EPEC, in sicer postane EPEC 
prevladujoči patotip (66 primerov). Sledijo okužbe z VTEC (28 primerov), z ETEC (23 
primerov) in EIEC (6 primerov). Ostalih 28 prijavljenih primerov so bile druge okužbe z             
E. coli. V desetletnem povprečju obdobja 2006–2016 je bilo prijavljenih manj primerov 
okužb (160 primerov) kot obdobja 1998–2007. Leta 2011 je bil zabeležen smrtni primer 
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zaradi HUS-a (Grilc in sod., 2011). Med letnimi poročili epidemiološkega spremljanja so 
zabeleženi tudi vneseni primeri okužb iz tujine, npr. leta 2007 je bilo 29 % bolnikov, ki so 
pripotovali iz Italije, Hrvaške in Črne gore, leta 2010 so zabeležili tudi primere, vnešene iz 
Egipta, Hrvaške in Bolivije (Gril in sod., 2008; Grilc in sod., 2011).  
 
Dejansko število okužb z E. coli je verjetno podcenjeno. Zdravstvene ustanove ne izvajajo 
doslednega prijavljanja ter pogosto tudi ne naročajo tovrstnih raziskav. 
 
Preglednica 1: Prikaz prijavljenih primerov okužb z E. coli v Sloveniji v desetletnem povprečju obdobja     
1998–2007 in 2006–2016 (prirejeno po: Grilc in sod., 2008; Grilc in sod., 2011) 
 
 VTEC EPEC ETEC EIEC Druge okužbe z E. coli Skupno število okužb 
1998–2007 64 39 2 0 40 177 
2006–2016 28 66 23 6 28 160 
 
VTEC, verotoksigena E. coli; EPEC, enteropatogena E. coli; ETEC, enterotoksigena E. coli; EIEC, 
enteroinvazivna E. coli 
 
2.4 DIAGNOSTIKA OKUŽB Z BAKTERIJO ESCHERICHIA COLI, KI POVZROČA 
ČREVESNA OBOLENJA 
2.4.1 Odvzem in transport vzorca 
Za diagnostiko DEC se odvzame blato bolnika v akutni fazi bolezni. Če je blato formirano, 
se ga odvzame 0,5 do 2 g, če je tekoče pa 3–5 mL. Vzorec je potrebno dostaviti v laboratorij 
v 2 urah po odvzemu. Če diagnostika ni mogoča takoj, se vzorec do 24 ur shrani pri 4 °C v 
transportnem gojišču (Shane in sod., 2017; Pirš in sod., 2015). 
 
Manj primerni vzorci so rektalni brisi, saj je občutljivost zlasti za kultivacijo nižja, verjetno 
predvsem na račun manjše količine pridobljene kužnine. Bris se vstavi 3 cm globoko v danko 
in zavrti. Shrani se ga v transportnem gojišču in pošlje v laboratorij. Tak vzorec uporabljamo 
le v izjemnih primerih (Shane in sod., 2017; Pirš in sod., 2015). 
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2.4.2 Kultivacija na gojiščih in biokemične analize 
Bakterijo E. coli gojimo v aerobnih pogojih pri 37 °C na agarju McConkey ali agarju eozin 
metilen modro, ki sta selektivni gojišči za Enterobacteriaceae (Nataro in Kaper, 1998). 
Uporabljajo se lahko tudi kromogena gojišča, npr. CHROMagar STEC, s katerim se zazna 
EHEC O157 in vsaj šest prevladujočih seroskupin STEC O45, O103, O26, O121, O145 in 
O111 (Pirš in sod., 2015). 
 
Od drugih vrst enterobakterij E. coli razlikujemo z biokemičnimi testi, kot je t. i. test IMVC. 
Gre za set sestavljen iz štirih testov: indolni test, test metil rdeče, test Voges-Proskauer in 
citratni test. Rezultati IMVC-testa za E. coli so: pozitivni indolni test in test metil rdeče ter 
negativni test Voges-Proskauer in citratni test (Engelkirk in Duben-Engelkirk, 2008). 
 
2.4.2.1 Indolni test 
Z indolnim testom se ugotavlja razgradnjo aminokisiline triptofan z encimom triptofanazo 
in nastanek indola. Kulturo bakterij se preko noči inkubira v peptonskem gojišču, ki vsebuje 
triptofan. Nato se doda v amil alkoholu raztopljen aldehidni reagent, ki reagira z indol/metil 
indolom. Pozitivni test pomeni prisotnost triptofanaze in indola. Zazna se ga z nastankom 
rdečega obroča na vrhu gojišča. Pri negativnem testu indikator ostane rumene barve 
(Engelkirk in Duben-Engelkirk, 2008). 
 
2.4.2.2 Test metil rdeče 
S testom dokazujemo mešano kislinsko fermentacijo. Kulturo bakterij se dva do pet dni goji 
v peptonskem gojišču z glukozo in fosfatnim pufrom. Nato se doda metil rdeče, ki je 
indikator pH. Če je test pozitiven (bakterije izvajajo mešano kislinsko fermentacijo), 
indikator ostane rdeče barve, saj je v gojišču pH 4,4 ali manj. Pri negativnem testu indikator 
postane rumen (Engelkirk in Duben-Engelkirk, 2008). 
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2.4.2.3 Test Voges-Proskauer 
S testom dokazujemo butandiolsko fermentacijo glukoze, pri čemer nastaja acetoin kot 
vmesni produkt. Kulturo bakterij gojimo v peptonskem gojišču z glukozo in fosfatnim 
pufrom, tako kot pri testu metil rdeče, a po inkubaciji namesto indikatorja metil rdeče 
dodamo dodamo 5-odstotni alfa-naftol in 40-odstotni KOH. Pri tem tipu fermentacije nastaja 
acetoin, ki v prisotnosti dodanih reagentov oksidira v diacetil. Slednji reagira z alfa-naftolom 
in nastane produkt rdeče barve v zgornjem delu gojišča. Pozitivni test (bakterije izvajajo 
butandiolsko fermentacijo) je ob rdečem obarvanju, pri negativnem testu ni spremembe 
barve (Engelkirk in Duben-Engelkirk, 2008). 
 
2.4.2.4 Citratni test 
S citratnim testom se ugotavlja sposobnost organizma, da uporabi citrat kot edini vir ogljika 
in energije. Kulturo bakterij se goji v gojišču s citratom kot edinim virom ogljika in 
amonijevo soljo kot virom dušika. Z razgradnjo citrata nastajata oksaloacetat in acetat. 
Oksaloacetat se razgradi do piruvata in CO2. CO2 reagira z natrijevimi ioni in vodo, da 
nastane Na2CO3, ki zviša pH. Pri pozitivnem testu se barva gojišča spremeni iz zelene v 




Slika 8: Rezultati IMVC-testa za Escherichia coli: 1. pozitivni indolni test, 2. pozitivni test metil rdeče, 3. 
negativni test Voges-Proskauer, 4. negativni citratni test (prirejeno po: Engelkirk in Duben-Engelkirk, 2008) 
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2.4.3 Masna spektrometrija z metodo MALDI-TOF 
V zadnjem času se za identifikacijo bakterij uporablja metoda masne spektrometrije 
MALDI-TOF (angl. matrix assisted laser desorption ionization – time of flight), ki temelji 
na ionizaciji v matriksu z desorpcijo z laserjem in masnim analizatorjem časa preleta ionov. 
Omogoča hitro in občutljivo identifikacijo intaktnih bakterijskih celic z visoko ločljivostjo 
in ponovljivostjo (Singhal in sod., 2015). 
 
Masni spektrometer MALDI-TOF sestavljajo ionizacijska komora, masni analizator in 
ionski detektor. Pri metodi MALDI-TOF molekule vzorca zmešamo z matriksom, ob tem 
pride do kokristalizacije. V ionizacijski komori laser ionizira molekule vzorca in matriksa 
ter jih ob tem uplini. Nastali ioni potujejo skozi masni analizator, kjer se ioni ločijo drug od 
drugega na podlagi razmerja med maso (m) in nabojem (z) (m/z). Od tega razmerja je 
odvisna hitrost potovanja ionov po vakuumski cevi do ionskega detektorja, kar izmeri masni 
analizator. Ionski detektor pa izmeri nastali tok pri posamezni vrednosti razmerja m/z 
(Singhal in sod., 2015). 
 
Z ločevanjem molekul glede na razmerje med maso in nabojem oziroma čas preleta ionov 
do detektorja dobimo masni spekter vzorca. Masni spekter prikazuje intenziteto posameznih 
ioniziranih molekul z določenim razmerjem m/z. Za identifikacijo molekul vzorca je 
potrebna primerjava s knjižnico z znanimi masnimi spektri. Za identifikacijo bakterij 
analiziramo masne spektre med 2 do 20 kDa, v tem območju prevladujejo citosolne bazične 
beljakovine, predvsem ribosomske beljakovine (Singhal in sod., 2015). 
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Slika 9: Shema delovanja masne spektroskopije MALDI-TOF (prirejeno po: Singhal in sod., 2015) 
 
Z identifikacijsko metodo z masno spektrometrijo MALDI-TOF bakterije E. coli ne moremo 
zanesljivo ločiti od rodu Shigella, saj so vrste E. coli–Shigella kriptična skupina bakterij, v 
katerih se vrste Shigella porazdelijo znotraj filogenetskega drevesa E. coli. Razlikovanje v 
nomenklaturi se je razvilo zaradi epidemiološke potrebe po opredelitvi vzroka šigeloze, 
bolezni, ki jo povzročajo vrste Shigella (Paauw in sod., 2015). Za razlikovanje so potrebni 
dodatni testi, kot je npr. indolni test za ločevanje laktoza-negativnih  E. coli od rodu Shigella. 
 
2.4.4 Serotipizacija 
Na podlagi Kauffmanove sheme se E. coli serotipizira na osnovi somatskih (O), flagelarnih 
(H) in kapsularnih (H) površinskih antigenov (Nataro in Kaper, 1998). 
 
2.4.5 Molekularne metode 
Trenutno največkrat uporabljena metoda za detekcijo DEC je detekcija specifičnih 
molekularnih označevalcev za posamezne patotipe z metodo pomnoževanja nukleinskih 
kislin z verižno reakcijo s polimerazo ali PCR (angl. polymerase chain reaction). 
 
PCR je laboratorijska metoda za in vitro eksponentno pomnoževanje specifične DNA regije, 
ki leži med dvema kratkima DNA-zaporedjema z znanim oligonukleotidnim zaporedjem. 
Pri postopku so ključnega pomena encim Taq-polimeraza in kofaktorji, potrebni za 
delovanje encima, začetni oligonukleotidi (angl. primer), matrična DNA in prosti štiri 
deoksiribonukleozidtrifosfati dATP, dTTP, dCTP, dGTP (Poljak in sod., 1994). 
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Postopek vključuje naslednje stopnje (Poljak in sod., 1994): 
 Začetna denaturacija oz. iniciacijska stopnja (angl. initial denaturation), na kateri 
poteka segrevanje reakcijske zmesi. 
 Denaturacija (angl. denaturation) 
Povišana temperatura poruši vodikove vezi med baznimi pari komplementarnih verig 
matrične dvoverižne DNA in nastaneta dve komplementarni enoverižni DNA, na kateri se 
lahko prilegajo prosti začetni oligonukleotidi v stopnji reakcije. 
 Prileganje začetnih oligonukleotidov (angl. primer annealing) 
Reakcijska zmes se ohladi in začetni oligonukleotidi se lahko vežejo na komplementarno 
zaporedje matrične DNA. 
 Podaljševanje verige DNA (angl. primer extension) 
Temperatura reakcije se ponovno poviša in toplotno stabilen encim Taq-polimeraza 
podaljšuje matrično verigo DNA s prostimi oligonukleotidi v smeri od 5' proti 3' prostemu 
koncu. Nastaneta komplementarni verigi DNA. 
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PFGE – gelska elektroforeza v pulzirajočem električnem polju (angl. pulsed field gel 
electrophoresis) – je zlati standard v epidemiološki raziskavah. Dolgotrajna analiza je glavna 
slabost te metode. Prav tako se za tovrstne študije uporablja RFLP – polimorfizem dolžin 
restrikcijskih fragmentov (angl. restriction fragment lenght polymorphism) – in                 
MVLA – hkratna analiza večjega števila lokusov z variabilnim številom tandemskih 
ponovitev (angl. multi locus variable-number tandem repeat analysis). Za identifikacijo in 
določanje sorodnosti se uporablja MLST – tipizacija zaporedij multiplih lokusov (angl. 
multilocus sequence typing), prek katere se zazna variabilnost v nukleotidnem zaporedju 
gospodinjskih genov (angl. housekeeping genes) (Croxen in sod., 2013). 
 
2.4.6 Diagnostika DEC z uporabo komercialnega kompleta »DEC PCR Kit for PCR 
Detection of Diarrhoeagenic E. coli (DEC)« 
S hkratnim PCR (angl. multiplex PCR) se detektira gene virulentnih dejavnikov – eltA, estA, 
vtx1, vtx2, eae in ipaH (Persson in sod., 2007). 
 
Komercialni komplet »DEC PCR Kit for PCR Detection of Diarrhoeagenic E. coli (DEC)« 
proizvajalca Statens Serum Institut (SSI), Hillerød, Danska (skrajšan zapis »Diarrhoeagenic 
E. coli PCR Kit«) z naborom specifičnih začetnih oligonukleotidov za šest značilnih genov 
za virulentne dejavnike omogoča dokazovanje za kliniko najpomembnejših patotipov DEC: 
VTEC, EIEC, EPEC – A/EEC in ETEC. Vsak komplet vsebuje (SSI Diagnostica, 2017): 
 TE-pufer (pH 8): vsebuje 10 mM Tris-HCL, 1 mM EDTA 
 10-odstoten Chelex-100 
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 PCR Ready mix 
 PCR Primer mix 
 Pozitivno kontrolo 1 
 Pozitivno kontrolo 2 
 
»Primer mix« vsebuje začetne oligonukleotiode, usmerjene proti genom za sledeče 
virulentne dejavnike in 16S rDNA (SSI Diagnostica, 2017): 
 Intimin (eae) 
 Verocitotoksin 1 (vtx1) 
 Verocitotoksin 2 (vtx2) 
 Toplotno stabilen enterotoksin (estA) 
 Toplotno labilen enterotoksin (eltA) 
 Invazivni plazmidni antigen (ipaH) 
 
Gen za 16S rDNA predstavlja interno pozitivno kontrolo (SSI Diagnostica, 2017). Njena 
uspešna pomnožitev v reakciji PCR pomeni, da je v vzorcu dovolj dobro izolirana DNA, ki 
omogoča potek PCR-reakcije in tako pojav produktov PCR testiranih genov (slika 11). 
 
Negativna kontrola ne vsebuje nobene DNA, v reakciji PCR se nič ne pomnoži in posledično 
na elektroforeznem gelu ni vidne nobene lise. Ta kontrola torej kaže, ali je tekom 
eksperimenta pri pripravi zmesi reagentov »Primer mix« in »Ready mix« prišlo do 
kontaminacije s produkti tuje DNA. Pozitivna kontrola 1 vsebuje očiščeno DNA iz sevov           
E. coli, ki vsebujejo gene eae, vtx1 in vtx2. Pozitivna kontrola 2 pa sestoji iz očiščene DNA 
seva z genom ipaH in seva z genom eltA in estA ter očiščene DNA iz nepatogenih sevov            
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Preglednica 2: Porazdelitev posameznih genov značilnih virulentnih dejavnikov v obeh pozitivnih kontrolah 
(Pozitivna kontrola 1 in Pozitivna kontrola 2) in velikosti pričakovanih amplikonov (bp) (SSI Diagnostica, 
2017) 
 
Pozitivna kontrola 1 Pozitivna kontrola 2 Velikost amplikona (bp) 
16S rDNA 16S rDNA 1062 
 ipaH 647 
 eltA 479 
vtx2  420 
eae  377 
vtx1  260 
 estA 151 
 
16S rDNA, interna pozitivna kontrola; ipaH, invazivni plazmidni antigen; eltA, toplotno labilen enterotoksin; 




Slika 11: Prikaz agaroznega elektroforeznega gela z amplikoni (SSI Diagnostica, 2017) 
16S rDNA, interna pozitivna kontrola; ipaH, invazivni plazmidni antigen; eltA, toplotno labilen enterotoksin; 
vtx2, verocitotoksin 2; eae, intimin; vtx1, verocitotoksin 1; estA, toplotno stabilen enterotoksin. Produkti PCR 
so na gelu opazni kot odebeljeni pasovi. S številkami od 1 do 12 so označene vdolbinice kamor se nanaša 18 
µL PCR produkta. V prvem stolpcu so prikazani amplikoni za: 16S rDNA, ipaH, elt, vtx2, eae, vtx1, estA, v 
drugem stolpcu je pozitivna kontrola 1, ki vsebuje amplikone za: vtx2, eae in vtx1, v tretjem stolpcu je pozitivna 
kontrola 2, ki vsebuje amplikone za: ipaH, elt in estA. V štirinajstem stolpcu je prikazana lestvica 100 bp, v 
stolpcih od štiri do trinajst so prikazani amplikoni posameznih genov virulentnih dejavnikov (SSI Diagnostica, 
2017).  
 
Za identifikacijo patotipov DEC se dobljene amplikone (njihovo lego na agaroznem gelu oz. 
velikost amplikona) primerja z amplikoni pri pozitivni kontroli 1 in 2 in tako na podlagi 
dobljenega amplikona določi, katere gene za posamezne virulentne dejavnike vsebuje 
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preiskovani vzorec. Z uporabo preglednice 3 se glede na vrsto dobljenega amplikona določi 
patotip DEC, in sicer (SSI Diagnostica, 2017): 
 za EIEC je značilna prisotnost amplikona za invazivni plazmidni antigen H (ipaH) z 
velikostjo 647 bp 
 za VTEC je značilna prisotnost amplikona za Šigov toksin 1/verotoksin 1 (stx1/vtx1) 
z velikostjo 260 bp ali Šigov toksin 2/verotoksin 2 (vtx2/stx2) z velikostjo 420 bp 
 za EPEC – A/EEC je značilna prisotnost amplikona za intimin (eae) z velikostjo 377 
bp 
 za ETEC je značilna prisotnost amplikona za toplotno stabilni enterotoksin (estA) z 
velikostjo 151 bp in toplotno labilni enterotoksin (eltA) z velikostjo 479 bp 
 
Pri patotipu EPEC samo z dokazovanjem prisotnosti gena virulentnega dejavnika intimin 
(gen eae) ne moremo ločevati med tEPEC, aEPEC oziroma A/EEC, ampak je potrebna 
nadaljnja serotipizacija. Ob dokazovanju prisotnosti gena za fimbrijo BFP (gen bfpA) pa 
lahko EPEC ločimo v dve skupini z molekularno detekcijo. tEPEC imajo gen bfpA, aEPEC 
pa ne (Croxen in sod., 2013) (glej podpoglavje 2.2.4.2). 
 
Preglednica 3: Patotipi DEC in zanje značilni amplikoni (SSI Diagnostica, 2017) 
 
Patotip DEC Amplikon in njegova velikost (bp) 
EIEC ipaH (647) 
VTEC vtx2 (420), vtx1 (260) 
EPEC – A/EEC eae (377) 
ETEC estA (151), eltA (479) 
 
16S rDNA, interna pozitivna kontrola; ipaH, invazivni plazmidni antigen; eltA, toplotno labilen enterotoksin; 
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3 MATERIAL IN METODE 
Pri izvajanju izbranih metod smo upoštevali navodila za varno delo v mikrobiološkem 
laboratoriju biološke varnostne stopnje 2 (BSLII). 
 
3.1 MATERIAL 
3.1.1 Skupina bolnikov in kontrol 
V raziskavo je bilo vključenih 135 izolatov Escherichia coli iz blata bolnikov s težje 
potekajočo drisko, pridobljeno v izvenbolnišničnem okolju, ki so potrebovali hospitalizacijo, 
in kontrolne skupine oseb brez driske, ki so bili zbrani v sklopu raziskave, ki je prospektivno 
potekala na Kliniki za infekcijske bolezni in vročinska stanja, Univerzitetnega kliničnega 
centra v Ljubljani in v Laboratoriju za diagnostiko črevesnih infekcij (ENT) na Inštitutu za 
mikrobiologijo in imunologijo Medicinske fakultete Univerze v Ljubljani (IMI) v obdobju 
od maja 2016 do septembra 2017. Na IMI so pri vseh vključenih osebah iskali značilne 
patogene, ki povzročajo drisko - bakterije (salmonele, šigele, kampilobaktre, jersinije, 
aeromonase, Plesiomonas shigeloides), viruse (noroviruse, rotaviruse, adenovirus 40/41 ter 
astroviruse) in parazite (Giardia intestinalis, Cryptosporydium spp.) z molekularnimi 
metodami, pri bakterijskih patogenih pa tudi s kultivacijskimi metodami. Pri vseh vključenih 
osebah so sproti kultivirali in shranjevali tudi izolate E. coli.  
 
V raziskavo smo vključili odrasle osebe (18 let in več) s težje potekajočo drisko, pridobljeno 
v izvenbolnišničnem okolju, ki so potrebovali hospitalizacijo (95 oseb), in kontrolne skupine 
oseb brez driske (40 oseb). Skupino bolnikov smo nadalje razdelili na dve skupini - bolnike, 
ki niso potovali izven Evrope, ZDA ali Avstralije (bolniki z drisko, pridobljeno v domačem 
okolju v strožjem pomenu) (49 oseb), ter bolnike s potovalno drisko, ki so potovali izven 
Evrope, ZDA ali Avstralije (46 oseb).  
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3.1.2 Bakterijski sevi 
Izolati E. coli so bili pridobljeni iz laboratorijske zbirke, ki je bila zbrana prospektivno v 
Laboratoriju za diagnostiko črevesnih infekcij v obdobju od maja 2016 do septembra 2017. 
V zbirki so združeni izolati E. coli iz blata oseb kontrolne skupine (ECK) in blata bolnikov 
(ECB) s težje potekajočo drisko, pridobljeno v izvenbolnišničnem okolju, ki so potrebovali 
hospitalizacijo. Vzorci so bili shranjeni pri temperaturi –80 °C v gojišču Freezing mix (FM), 
ki vsebuje 10 % glicerol.  
 
Kot referenčna seva smo uporabili sev E. coli O157 H74288-84, serotip O157:H7  (SSI 
Diagnostica, Danska) iz laboratorijske zbirke, ki ima gene za Vtx1, Vtx2, intimin in                
EAST-1 (Scheutz, 1997) ter E. coli ATCC 25922, serotip O6, ki ne sintetizira verotoksina 
(Escherichia coli (ATCC), 2018). 
 
3.1.3 Gojišča 
Bakterijski sevi so bili shranjeni v gojišču FM. Za kultivacijo bakterijskih sevov smo 
uporabili kromogeno diferencialno trdno gojišče UriSelect in bogato trdno gojišče krvni 
agar. Gojišča je pripravila Služba za pripravo gojišč in reagentov (GOJ) na IMI, hranili smo 
jih v hladilniku na 2–8 °C. 
 
Gojišče UriSelect je obogateni medij, ki omogoča rast vseh patogenov urinarnega trakta. 
Ločevanje med bakterijskimi vrstami omogočajo kromogeni substrati, s katerimi se zaznava 
aktivnost encima beta-glukozidaze (sprostitev modrozelene barve), beta-glukoronidaze 
(sprostitev rožnate barve), triptofan deaminaze in triptofanaze (sprostitev indola). Krvni agar 
je obogaten medij, ki omogoča rast večine bakterij in na katerem lahko zaznamo njihovo 
hemolitično aktivnost. 
 
Pri postopku serotipizacije smo uporabljali tekoče gojišče BHI (angl. brain heart infusion), 
pripravljeno v laboratoriju Oddelka za javnozdravstveno mikrobiologijo (OJZM) v 
Nacionalnem laboratoriju za zdravje, okolje in hrano Ljubljana (NLZOH). 
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3.1.4 Reagenti in kemikalije 
Pri postopku izolacije bakterijske DNA in metodi PCR smo uporabljali reagente iz 
komercialnega kompleta »DEC PCR Kit for PCR Detection of Diarrhoeagenic E. coli 
(DEC)« (kataloška številka 73410) proizvajalca SSI Diagnostica (SSI Diagnostica, 2017). 
  
Pri izvedbi agarozne gelske elektroforeze smo uporabljali: 
 1× pufer TAE pH 8,3 (40 mM Tris-HCl, 2 mM Na-acetat, 2 mM NaCl, 0,2 mM 
EDTA), pripravljen v službi GOJ 
 agarozo (Sigma, ZDA) 
 kupljen komercialni reagent SYBR Safe DNA Gel Stain (Thermo Fisher Scientific, 
ZDA) 
 
Pri postopku serotipizacije smo uporabljali določen nabor antiserumov proizvajalcev SSI 
Diagnostica (SSI Diagnostica, 2018) in Denka Seiken (DS) (Denka Seiken Co., Ltd., 2006). 
 Skupinski (poliklonalni) antiserumi proizvajalca DS so bili: skupina 1 (O1, O26, 
O86a, O111, O119, O127a, O128), skupina 2 (O44, O55, O125, O126, O146, O166), 
skupina 3 (O18, O114, O142, O151, O157, O158), skupina 4 (O6, O2, O78, O148, 
O159, O168), skupina 5 (O20, O25, O63, O153, O167), skupina 6 (O8, O15, O115, 
O169), skupina 7 (O28ac, O112ac, O124, O136, O144), skupina 8 (O29, O143, 
O152, O164), skupina 9 (O74, O91, O103, O145, O121, O161, O165). 
 Posamezni (monoklonalni) antiserumi proizvajalca DS so bili: O1, O6, O8, O15, 
O18, O20, O25, O26, O27, O28ac, O29, O44, O55, O63, O74, O78, O86a, O111, 
O112, O114, O115, O119, O121, O124, O125, O126, O127a, O128, 136, O142, 
O143, O144, O146, O148, O151, O152, O153, O157, O158, O159, O161, O164, 
O165, O166, O167, O168, O169. 
 Posamezni (monoklonalni) antiserumi proizvajalca SSI Diagnostica so bili: O2, O3, 
O4, O5, O7, O9, O10, O11, O7, O21, O22, O34, O35, O36, O37, O38, O9, O41, 
O45, O50, O51, O62, O7, O73, O75, O76, O80, O82, O84, O88, O9, O104, O113, 
O117, O137, O138, O146, O147, O149, O154, O156, O174, O176, O177, O18, 
O187 in OK O103, OK O145. 
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Uporabljali smo tudi reagent Spot Indol, ki vsebuje 37-odstotno HCl in 4-odstoten 
dimetilaminocianaldehid, pripravljen v službi GOJ, ter sterilno fiziološko raztopino (FR), 
pripravljeno v laboratoriju OJZM NLZOH Ljubljana. 
 
3.1.5 Laboratorijski pripomočki in oprema 
 Sterilne inokulacijske zanke, bele – 1 µL (Sarstedt, Nemčija) 
 Sterilne mikrocentrifugirke 1,5 mL (Labortehnika Golias, Slovenija in Eppendorf, 
Hamburg, Nemčija) 
 Stojalo za mikrocentrifugirke 
 Posoda za infektivni material 
 Kalibrirane avtomatske pipete 10–100 µL, 100–1000 µL, 0,5–10 µL (Eppendorf, 
Hamburg, Nemčija) 
 Sterilni pipetni nastavki (Sarstedt biosphere plus, Nemčija) 
 Steklene epruvete 
 Elektroforezna kadička z glavnikom 
 Elektroforezna banjica 
 Merilni valj 
 Analitska tehnica 
 Erlenmajerice 
 Objektna stekelca (Deltalab, Španija) 
 Mikrotiterske ploščice (TPP, Švica) 
 Inkubator Termostat, 37 °C (WTB Binder, Nemčija) 
 Vorteks mešalo (Vortex-Genie 2, ZDA) 
 Namizna centrifuga Eppendorf Centrifuge 5.424 (Eppendorf, Hamburg, Nemčija) 
 Termoblok Thermomixer Comfort (Eppendorf, Hamburg, Nemčija) 
 PCR aparatura Biometra TRIO – Triple Powered PCR thermal cycler (Analytik Jena 
AG, Nemčija) 
 Mikrovalovna pečica 
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 Aparatura Gel Doc XR System (Bio-Rad, Hemel Hempstead, Hertsfordshire, Velika 
Britanija) 
 Elektroforezna naprava 
 
3.2 METODE 
3.2.1 Kultiviranje bakterijskih sevov 
Izbrane bakterijske izolate, shranjene v gojišču FM, smo sprva odmrznili in nato nacepili na 
gojišče UriSelect. Uporabljali smo sterilne inokulacijske zanke za 1 µL in cepili do 
posameznih kolonij, kot je prikazano na sliki 12. Ta način cepljenja omogoča, da so kolonije 
po inkubaciji dovolj narazen in tako zrastejo do značilne velikosti za vrsto ter razvijejo tudi 
druge značilnosti, npr. oblika, ustroj, površina, profil … (Turk, 2012). Vzorec smo nanesli 
na majhno površino ob robu petrijevke in nato štiri nadaljnje serije potez pričeli z novo 




Slika 12: Prikaz cepljenja do posameznih kolonij (Madigan in sod., 2015) 
Številke 1, 2, 3, 4, 5 prikazujejo posamezne serije potez. 
 
Gojišče UriSelect smo uporabili, saj lahko glede barve kolonij sklepamo na prisotnost            
E. coli, kot prikazuje slika 13. Rožnata barva dokazuje aktivnost encima beta-galaktozidaza, 
značilnega za izbrano bakterijsko vrsto. Seve smo nato precepili še enkrat, tako da smo na 
gojišču UriSelect izbrali deset roza kolonij in vsako posebej z novo sterilno cepilno zanko 
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precepili na gojišče krvni agar. Za en bakterijski izolat smo uporabili eno petrijevko tako, da 
smo jo razdelili na deset kvadratov, kot prikazuje slika 14. Plošče smo ponovno inkubirali v 
aerobni atmosferi 24 ur pri 37 °C Pred precepljanjem smo za potrditev, da gre za E. coli, 








Slika 14: Prikaz precepljenih kolonij na desetih kvadrantih na gojišču krvni agar 
 
3.2.2 Indolni test 
Uporabljali smo reagent Spot Indol in test izvedli tako, da smo na filter papir kanili kapljico 
indolnega reagenta in s sterilno inokulacijsko zanko nanesli izbrano kolonijo s plošče z 
gojiščem Uriselect. Če je prisotna E. coli, se listek obarva modro. E. coli namreč vsebuje 
intracelularne encime triptofanaze, ki razgradijo triptofan v indol. Slednjega se zazna z 
dodatkom dimetilaminocianaldehida, ki se združi z indolom in proizvaja značilno barvo. 
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3.2.3 Izolacija bakterijske DNA 
Pri postopku izolacije bakterijske DNA smo uporabljali reagente iz komercialnega kompleta 
»DEC PCR Kit for PCR Detection of Diarrhoeagenic E. coli (DEC)«. 
 
Sprva smo v eni mikrocentrifugirki pripravljali skupno izolirano DNA iz vseh desetih 
izbranih bakterijskih kolonij enega vzorca, »pool«. V drugem delu raziskave pa smo v ločene 
mikrocentrifugirke pripravili izolat bakterije DNA vsake izmed desetih pozitivnih kolonij, 
ki so bile v prvem delu združene v skupni vzorec (»pool«). 
 
Reagent, 10-odstoten Chelex-100, smo pred uporabo vedno premešali na mešalu, saj vsebuje 
kroglice iz kopolimerov stiren divinilbenzena, ki vsebujejo iminodiacetatne ione. Slednji 
delujejo kot kelatorji z visoko afiniteto za polivalentne kovinske ione, ki lahko delujejo kot 
katalizatorji v razgradnji DNA pri visokih temperaturah v raztopinah z nizko ionsko močjo 
(Walsh in sod., 2013). 
 
V sterilne mikrocentrifugirke smo odpipetirali 200 µL reagenta, 10-odstoten Chelex-100, in 
s sterilnimi inokulacijskimi zankami za 1 µL suspendirali 10 bakterijskih kolonij, pobranih 
iz gojišča krvni agar. Vzorce smo inkubirali v termobloku pri 95 °C za 5 min. Pri tem je 
prišlo do lize celične stene bakterijske celice. Nadalje smo vsebino centrifugirali za 5 min 
pri 2200 × g (relativna centrifugalna sila) v namizni centrifugi. Po končanem centrifugiranju 
je bila v spodnji plasti mikrocentrifugirke usedlina celične stene in denaturiranih proteinov, 
v zgornji plasti pa supernatant, ki je vseboval celokupno sproščeno celično DNA. Za 
nadaljnji postopek raziskave smo uporabili supernatant, usedlino pa zavrgli. V nove 
mikrocentrifugirke smo dodali 100 µL pufra TE in vanj odpipetirali 15 µL supernatanta. 
Izolirano DNA posameznih vzorcev smo uporabili kot matrično DNA pri metodi PCR. Do 
nadaljnje uporabe smo jo shranjevali v hladilniku (SSI Diagnostica, 2017). 
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3.2.4 Odkrivanje prisotnosti značilnih molekularnih označevalcev glavnih DEC z 
metodo verižne reakcije s polimerazo 
Po izolaciji DNA E. coli, pridobljene iz naših vzorcev, smo z metodo PCR iskali prisotnost 
genov virulentnih dejavnikov značilnih  za glavne patotipe DEC. Sprva smo v PCR-reakciji 
uporabili skupno izolirano DNA vseh desetih izbranih kolonij posameznega vzorca 
(»pool«). Po potrditvi, da je v vzorcu prisoten vsaj en od iskanih genov značilnih virulentnih 
dejavnikov, pa smo postopek ponovili tako, da smo za vsako od desetih kolonij izvedli 
ločeno PCR-reakcijo. Tako smo pridobili posamične pozitivne kolonije DEC iz blata 
skupine bolnikov in kontrolne skupine, ki smo jih v nadaljnjem postopku tudi serotipizirali. 
 
Reagente iz kompleta »Diarrhoeagenic E. coli PCR Kit« smo uporabili tako za postopek 
izolacije DNA kot tudi za izvedbo same PCR reakcije. Reakcijsko mešanico (16,0 µL) za en 
vzorec smo pripravili po navodilu proizvajalca in je vsebovala (SSI Diagnostica, 2017): 
 PCR Ready mix: 10,0 µL 
 PCR Primer mix: 6,0 µL 
 izolat bakterijske DNA/pozitivno kontrolo 1/pozitivno kontrolo 2/negativno kontrolo 
(pufer TE): 4,0 µL 
 
Za izvedbo metode PCR smo uporabljali PCR-aparaturo Biometra TRIO – Triple Powered 
PCR thermal cycler in program po navodilih proizvajalca, ki je predstavljen v preglednici 4. 
 
Preglednica 4: Program PCR (SSI Diagnostica, 2017) 
 
Faza pomnoževanja Število ponovitev Temperatura (°C) Čas 
Začetna denaturacija 1 95 2 min 
Denaturacija 
35 
94 50 s 
Pomnoževanje 62 40 s 
Podaljševanje verige DNA 72 50 s 
Zaključno podaljševanje 1 72 3 min 
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3.2.4.1 Preverjanje občutljivosti združenih vzorcev (»pool«) 
S sevoma E. coli O157 H74288-84 in E. coli ATCC 25922 smo preverjali občutljivost 
reakcije PCR. Pri pripravi skupne izolirane DNA iz desetih kolonij (angl. pool) smo 
pripravili tri različna razmerja med izbranimi kolonijami E. coli O157 H74288-84 in E. coli 
ATCC 25922, in sicer 1 : 9 (ena kolonija E. coli O157 H74288-84 in devet kolonij E. coli 
ATCC 25922), 2 : 8 in 3 : 7. Zanimalo nas je, ali je reakcija dovolj občutljiva, da tudi takrat, 
ko imamo devet kolonij, ki nimajo zapisa za virulenco, in eno samo kolonijo, ki vsebuje 
zapis, lahko to zaznamo kot pomnožek DNA in pas na elektroforeznem gelu. 
 
3.2.5 Agarozna gelska elektroforeza 
3.2.5.1 Priprava dvoodstotnega agaroznega gela 
Dvoodstotni agarozni gel smo pripravili tako, da smo v erlenmajerico zatehtali 2 g agaroze 
in dodali 100 mL 1 × pufra TAE. Vse skupaj smo premešali in s 3-minutnim segrevanjem v 
mikrovalovni pečici agarozo raztopili. V ohlajeno agarozo (50–60 °C) smo dodali 10 µL 
barvila SYBR Safe DNA Gel Stain, ki se uporablja za vizualizacijo DNA z uporabo            
UV-svetlobe pri 280 nm ali vidne svetlobe pri 502 nm. Nato smo v že prej pripravljeno 
elektroforezno kadičko z glavnikom nalili agarozni gel debeline 3 mm ter pustili, da se strdi. 
 
3.2.5.2 Izvedba agarozne gelske elektroforeze in interpretacija rezultatov 
Strjen agarozni gel smo prenesli v elektroforezno banjico in dolili 1 × pufer TAE tako, da je 
v celoti prekril gel. Odstranili smo glavniček in tako dobili vdolbinice, kamor smo naknadno 
vnesli 18 µL produkta PCR. Elektroforeza je potekala 40 min pri napetosti 140 V. Električni 
tok je potoval od negativne do pozitivne elektrode. DNA je zaradi fosfatne skupine 
negativno nabita in potuje proti pozitivni katodi. Pri tem se produkti PCR ločijo glede na 
velikost, in sicer manjši potujejo hitreje. Po končani elektroforezi smo izključili električni 
tok in gel prenesli v aparaturo Gel Doc XR System za slikanje elektorforetskih gelov. Gel 
smo osvetlili z UV-žarki in pomnožki DNA so bili vidni kot temne lise. Lego dobljenih 
amplikonov smo primerjali z lego amplikonov pri pozitivni kontroli 1 in 2 ter tako določili, 
katere glavne molekularne označevalce vsebuje preiskovani vzorec. Na podlagi genov 
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značilnih virulentnih dejavnikov smo nato določili glavne patotipe DEC, kot je razvidno iz 




Slika 15: Prikaz agaroznega elektroforeznega gela dobljenega pri laboratorijskem delu 
16S rDNA, interna pozitivna kontrola; ipaH, invazivni plazmidni antigen; eltA, toplotno labilen enterotoksin; 
vtx2, verocitotoksin 2; eae, intimin; vtx1, verocitotoksin 1; estA, toplotno stabilen enterotoksin. Produkti PCR 
so na gelu opazni kot odebeljeni pasovi. S številkami od 1 do 23 so označene vdolbinice, kamor smo nanašali 
18 µL PCR produkta. Kolona 14: pozitivna kontrola 1 (K1); kolona 15: pozitivna kontrola 2 (K2); ostale 
kolone: za iskane gene (ipaH, eltA, estA, vtx1, vtx2, eae) pozitivni in negativni vzorci. 
 
3.2.6 Serotipizacija 
Serotipizacijo smo izvajali v Nacionalnem laboratoriju za zdravje, okolje in hrano (NLZOH) 
na Oddelku za javnozdravstveno mikrobiologijo (OJZM).  
 
3.2.6.1 Določanje serološke skupine O z antiserumi proizvajalca DS 
Čisto bakterijsko kulturo smo resuspendirali v 3 mL sterilne fiziološke raztopine (FR) in jo 
segrevali 1 h pri 100 °C. Toplotno obdelano suspenzijo celic smo nato centrifugirali v 
namizni centrifugi za 20 min pri 900 × g (relativna centrifugalna sila). Po končanem 
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centrifugiranju smo supernatant zavrgli, v celično usedlino pa smo dodali 0,5 mL FR in to 
uporabili kot preiskovano suspenzijo antigenov (Denka Seiken Co., Ltd., 2018). 
 
Določanje serološke skupine O je potekalo tako, da smo sprva uporabljali skupinske 
antiserume in ob prisotni aglutinaciji še posamezne O-antiserume znotraj skupine. Za vsak 
izolat smo sprva preverili, ali pride do aglutinacije v FR (kontrola), saj to pomeni, da je izolat 
sposoben avtoaglutinacije in ga označimo kot avtoaglutabilno oz. O-rough obliko. Pri 
tovrstnih izolatih opredelitev serološke skupine O ni mogoča. 
 
Sam postopek serotipizacije pa je potekal tako, da smo na objektno stekelce kanili približno 
30 µL antiseruma in 5–10 µL suspenzije celic ter stekelce nagibali 1 min. Če pride do 
aglutinacije, to opazimo kot nastajanje majhnih skupkov zaradi reakcije med antigeni in 
protitelesom (slika 16). To opredelimo kot pozitiven rezultat, tj. sev pripada testirani 
serološki skupini O. Negativen rezultat pomeni, da ni prišlo do aglutinacije (Denka Seiken 
Co., Ltd., 2018). Nabor serotipov v OJZM NLZOH obsega najpogostejše oz. 
najpomembnejše serotipe DEC. Če izolat ni aglutiniral z nobenim razpoložljivim 
antiserumom, smo izolat opredelili kot neopredeljen. Za dokončno opredelitev serotipa bi v 
teh primerih morali poslati izolat na serotipizacijo v referenčni laboratorij v tujino. 
 
3.2.6.2 Določanje serološke skupine O z antiserumi proizvajalca SSI Diagnostica 
Sprva smo uporabljali O-antiserume OK, ki vsebujejo protitelesa proti O-, K- in                               
H-antigenom na površini bakterijske celice. S tovrstnimi antiserumi izvajamo presejanje za 
odkrivanje patotipov VTEC in EPEC. Nadalje je potrebno dobljeno serološko skupino O 
tudi potrditi z O-antiserumi sestavljenimi iz poliklonalnih protiteles, ki se jih pridobi z 
imunizacijo kuncev s kuhanimi bakterijskimi celicami. Pri kuhanju pride do odstranitve H-, 
K- in F-antigenov. Tako se prepreči možnost navzkrižnih reakcij protiteles s temi antigeni 
(Statens Serum Institut, 2013). 
 
Na objektno stekelce smo kanili približno 20 µL O-antiseruma OK in dodali bakterijsko 
kulturo iz ene kolonije ter premešali, da je bila vidna mlečna motnost. Stekelce smo nagibali 
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5–10 s in opazovali, ali je prišlo do aglutinacije (pozitiven rezultat). Kot pri serotipizaciji s 
protokolom DS smo tudi pri tej metodi sprva preverili prisotnost avtoaglutabilnih sevov z 




Slika 16: Prikaz pozitivne in negativne aglutinacije med antiserumom in antigenom (Statens Serum Institut, 
2013) 
Leva stran – prikaz pozitivne aglutinacije (nastanek skupkov), desna stran – prikaz negativne aglutinacije na 
objektnem stekelcu. 
 
Za potrditev serološke skupine O smo eno kolonijo, ki je aglutinirala z O-antiserumom OK, 
sprva precepili v tekoče gojišče BHI in inkubirali v termobloku Thermomixer Comfort preko 
noči pri 36 °C. Nato smo kulturo segrevali 1 h na ≥ 90 °C in jo pustili sedimentirati 1 h pri 
sobni temperaturi. Če smo jo pustili v hladilniku, smo jo morali kasneje pred nadaljnjo 
uporabo premešati in pustiti 1 h na sobni temperaturi. Aglutinacijo smo izvedli v 
mikrotiterskih ploščicah. Dodali smo 80 µL O-antiseruma in enako količino bakterijske 
kulture. Nato smo plošče inkubirali v vlažni atmosferi preko noči med 50–52 °C. Če je prišlo 
do aglutinacije (pozitiven rezultat), smo to opazili kot sive plasti na dnu jamic (slika 17), če 
do aglutinacije ni prišlo (negativen rezultat), pa kot bel gumbek/piko na dnu jamic (slika 18) 
(Statens Serum Institut, 2013). 
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Slika 18: Prikaz negativne aglutinacije v mikrotiterski ploščici (Statens Serum Institut, 2013) 
 
3.3 INTERPRETACIJA REZULTATOV 
Če smo pri analiziranih izolatih E. coli pri skupni bolnikov (ECB) in kontrolni skupini (ECK) 
dokazali prisotnost značilnih molekularnih označevalcev eae, ipaH, estA, eltA, vtx1, vtx2 
smo izolate opredelili kot klinično najpomembnejši patotipi DEC (knDEC). V kolikor 
značilnih molekularnih označevalcev za knDEC patotipe nismo dokazali, smo izolate ECK 
in ECB opredelili kot nediareagene E. coli (ne-knDEC) katerih patogeni potencial ni 
dokončno pojasnjen, lahko gre za druge redke DEC, komenzalne seve E. coli ali ExPEC. 
 
3.4 ANALIZA REZULTATOV 
Osnovno deskriptivno analizo rezultatov smo naredili s pomočjo programske opreme Excel 
(Microsoft Office). Za analizo razlik v pojavljanju knDEC/ne-knDEC in patotipov knDEC 
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med skupino bolnikov in kontrolno skupino, med posameznimi skupinami bolnikov ter med 
posameznimi skupinami bolnikov in kontrolno skupino smo uporabili metodo χ-kvadrat    
(Hi-kvadrat), analizo smo izvedli s pomočjo programske opreme SPSS (IBM SPSS Statistics 
22). Vrednosti spremenljivke p, ki opredeljuje razliko v pojavnosti, smo za signifikantne 
šteli v primeru p < 0,05. 
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4.1 PREVERJANJE OBČUTLJIVOSTI ZDRUŽENIH VZORCEV (»POOL«) 
Pri vseh treh pripravljenih razmerjih med kolonijami seva E. coli O157 H74288-84 in E. coli 
ATCC 25922 1 : 9 (ena kolonija E. coli O157 H74288-84 in devet kolonij E. coli ATCC 
25922), 2 : 8 in 3 : 7 smo s PCR-reakcijo uspešno dobili pomnožek DNA in ga zaznali na 
elektroforeznem gelu. Uporabljena metoda nam je torej omogočala zadostno občutljivost pri 
zaznavanju genov značilnih virulentnih dejavnikov knDEC, saj smo zaznali prisotnost 
molekularnega označevalca že pri najnižjem razmerju, kar pomeni, da s takšnim načinom 
dela zaznamo že eno knDEC med devetimi ne-knDEC-kolonijami. 
 
4.2 POJAVLJANJE IZOLATOV ESCHERICHIA COLI IZ BLATA BOLNIKOV S 
TEŽJE POTEKAJOČO DRISKO, PRIDOBLJENO V IZVENBOLNIŠNIČNEM 
OKOLJU, KI SO POTREBOVALI HOSPITALIZACIJO, IN BLATA OSEB IZ 
KONTROLNE SKUPINE BREZ DRISKE 
V raziskavo je bilo vključenih 135 izolatov E. coli iz blata bolnikov in oseb iz kontrolne 
skupine, od tega je bilo 95 izolatov ECB ter 40 ECK. Pri 105 izolatih z uporabo kompleta 
»Diarrhoeagenic E. coli PCR Kit« nismo zaznali za knDEC značilnih genov za virulentne 
dejavnike (eae, ipaH, estA, eltA, vtx1, vtx2). Na podlagi tega smo jih opredelili kot                          
ne-knDEC (77,8 %). Pri ostalih 30 izolatih pa smo omenjene gene dokazali in izolate 
opredelili kot knDEC (22,2 %). Na podlagi zgoraj omenjenih genov virulentnih dejavnikov 
smo nato izolate knDEC uvrstili v glavne patotipe. Kot EPEC – A/EEC smo opredelili 21 
izolatov (15,6 %), kot VTEC 2 izolata (1,5 %), kot ETEC 7 izolatov (5,2 %). Izolate, ki bi 
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Preglednica 5: Število izolatov posameznega patotipa knDEC med vsemi preučevanimi izolati E. coli (95 
izolatov ECB ter 40 izolatov ECK) 
 
Skupno število izolatov  
ECB in ECK 
    Število izolatov posameznega knDEC-patotipa 
EPEC – A/EEC VTEC ETEC EIEC ne-knDEC 
135 21 2 7 0 105 
 
ECB, izolati E. coli pri skupini bolnikov; ECK, izolati E. coli pri kontrolni skupini; knDEC, klinično 
najpomembnejši patotipi DEC; EPEC – A/EEC, enteropatogena E. coli; VTEC, verotoksigena E. coli; ETEC, 
enterotoksigena E. coli; EIEC, enteroinvazivna E. coli; ne-knDEC, nediareagena E. coli (patogeni potencial 
teh izolatov ni dokončno pojasnjen, lahko gre za druge, redke DEC, komenzalne seve E. coli ali ExPEC) 
 
Ob primerjavi pojavljanja knDEC med izolati ECB in ECK smo ugotovili, da je delež knDEC 
primerljiv (22,1 % med ECB in 22,5 % med ECK), razlika ni bila statistično pomembna           
(p = 0,960) (Preglednica 6, 7). 
 
Preglednica 6: Pojavljanje knDEC in ne-knDEC med vsemi preučevanimi izolati E. coli (95 izolatov ECB ter 




št. izolatov (odstotek) 
ne-knDEC 
št. izolatov (odstotek) 
Skupno 
ECB 21 (22,1 %) 74 (77,9 %) 95 
ECK 9 (22,5 %) 31 (77,5 %) 40 
Skupno 30 (22,2 %) 105 (77,8 %) 135 
 
ECB, izolati E. coli pri skupini bolnikov; ECK, izolati E. coli pri kontrolni skupini; knDEC, klinično 
najpomembnejši patotipi DEC; ne-knDEC, nediareagena E. coli (patogeni potencial teh izolatov ni dokončno 
pojasnjen, lahko gre za druge, redke DEC, komenzalne seve E. coli ali ExPEC) 
 
Med 95 ECB smo pri 21 ECB z uporabo komercialnega kompleta dokazali knDEC (22,1 % 
med bolniki), pri 74 izolatih E. coli pa genov virulentnih dejavnikov nismo zaznali in 
predstavljajo ne-knDEC (77,9 %). Med knDEC so bile največkrat dokazane EPEC – A/EEC, 
kjer je bilo 14 izolatov (14,7 %), ter ETEC s 7 izolati (7,4 %). Patotipa VTEC in EIEC nismo 
zaznali (preglednica 6, 7). Med 40 ECK smo zaznali 9 izolatov knDEC (22,5 %), od tega 7 
izolatov EPEC – A/EEC (17,5 %) in 2 izolata VTEC (5,0 %). Patotipa ETEC in EIEC nismo 
zaznali. Izolatov ne-knDEC smo zaznali 31 (77,5 %) (preglednica 6, 7). Razlik med 
pojavljanjem posameznih patotipov med ECB in ECK nismo zaznali (preglednica 7). 
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Preglednica 7: Pojavljanje izolatov posameznega patotipa knDEC med vsemi preučevanimi izolati E. coli (95 





Število izolatov posameznega knDEC-patotipa  
EPEC - A/EEC VTEC ETEC EIEC ne-knDEC 
ECB 95 14 0 7 0 74 
ECK 40 7 2 0 0 31 
razlika v pojavnosti (p) 0,829 0,081 0,139 / 0,960 
 
ECB, izolati E. coli pri skupini bolnikov; ECK, izolati E. coli pri kontrolni skupini; knDEC, klinično 
najpomembnejši patotipi DEC; EPEC – A/EEC, enteropatogena E. coli; VTEC, verotoksigena E. coli; ETEC, 
enterotoksigena E. coli; EIEC, enteroinvazivna E. coli; ne-knDEC, nediareagena E. coli (patogeni potencial 
teh izolatov ni dokončno pojasnjen, lahko gre za druge, redke DEC, komenzalne seve E. coli ali ExPEC) 
 
4.3 POJAVLJANJE IZOLATOV ESCHERICHIA COLI PRI DVEH SKUPINAH 
BOLNIKOV S TEŽJE POTEKAJOČO DRISKO, PRIDOBLJENO V 
IZVENBOLNIŠNIČNEM OKOLJU, KI SO POTREBOVALI HOSPITALIZACIJO 
– PRI BOLNIKIH S POTOVALNO DRISKO – IN BOLNIKIH Z DRISKO 
PRIDOBLJENO V DOMAČEM OKOLJU 
Posebej smo primerjali pojavljanje okužb s knDEC v dveh skupinah bolnikov, in sicer med 
46 izolati E. coli bolnikov, ki so pridobili potovalno drisko izven Evrope, ZDA ali Avstralije 
(ECBP), in 49 izolati E. coli bolnikov z drisko, pridobljeno v domačem okolju, ki niso 
potovali (ECBD) (Preglednica 8). 
 





št. izolatov (odstotek) 
ne-knDEC 
št. izolatov (odstotek) 
Skupno 
ECBD 9 (18,4 %) 40 (81,6 %) 49 
ECBP 12 (26,1 %) 34 (73,9 %) 46 
Skupno 21 (22,1 %) 74 (77,9 %) 95 
 
ECBD, izolati E. coli pri skupini bolnikov, ki niso potovali; ECBP, izolati E. coli pri skupini bolnikov, ki so 
potovali izven Evrope, ZDA ali Avstralije; knDEC, klinično najpomembnejši patotipi DEC; ne-knDEC, 
nediareagena E. coli (patogeni potencial teh izolatov ni dokončno pojasnjen, lahko gre za druge, redke DEC, 
komenzalne seve E. coli ali ExPEC) 
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Med ECBD smo z uporabo komercialnega kompleta zaznali 40 izolatov ne-knDEC (81,6 % 
glede na vse izolate v skupini bolnikov, ki niso potovali). V skupini knDEC pa smo dokazali 
8 izolatov EPEC – A/EEC (16,3 %) in 1 izolat ETEC (2,0 %). Izolatov, ki bi pripadali 
patotipu EIEC, VTEC nismo dokazali (preglednica 8, 9). 
 
Pri ECBP smo z uporabo komercialnega kompleta zaznali 34 izolatov ne-knDEC (73,9 % 
glede na vse izolate pri popotnikih). V skupini knDEC smo dokazali 6 izolatov                            
EPEC – A /EEC in 6 izolatov ETEC (13,0 %). Izolatov, ki bi pripadali patotipoma EIEC, 
VTEC, nismo dokazali (preglednica 8, 9). 
 
Med pojavljanjem knDEC, izoliranih iz blata skupine bolnikov, ki so potovali izven Evrope, 
ZDA ali Avstralije, in bolnikov, ki niso potovali, ni bilo statistično pomembnih razlik v 
pojavnosti knDEC (p = 0,365), prav tako ni bilo razlik med posameznimi patotipi 
(Preglednica 9). 
 
Preglednica 9: Pojavljanje izolatov posameznega patotipa knDEC med preučevanimi izolati E. coli (46 izolatov 





Število izolatov posameznega knDEC-patotipa  
EPEC – A/EEC VTEC ETEC EIEC ne-knDEC 
ECBD 49 8 0 1 0 40 
ECBP 46 6 0 6 0 34 
razlika v pojavnosti (p) 0,652 / 0,119 / 0,365 
 
ECBD, izolati E. coli pri skupini bolnikov, ki niso potovali; ECBP, izolati E. coli pri skupini bolnikov, ki so 
potovali izven Evrope, ZDA ali Avstralije; knDEC, klinično najpomembnejši patotipi DEC; EPEC – A/EEC, 
enteropatogena E. coli; VTEC, verotoksigena E. coli; ETEC, enterotoksigena E. coli; EIEC, enteroinvazivna 
E. coli; ne-knDEC, nediareagena E. coli (patogeni potencial teh izolatov ni dokončno pojasnjen, lahko gre za 
druge, redke DEC, komenzalne seve E. coli ali ExPEC) 
 
Primerjali smo tudi pojavnost knDEC med ECBD in ECK in ugotovili, da se ni statistično 
pomembno razlikovala med skupinama (p = 0,521). Prav tako nismo opažali statistično 
pomembnih razlik med pojavljanjem posameznih patotipov (Preglednica 10). 
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Preglednica 10: Pojavljanje izolatov posameznega patotipa knDEC med preučevanimi izolati E. coli (49 





Število izolatov posameznega knDEC-patotipa  
EPEC – A/EEC VTEC ETEC EIEC ne-knDEC 





8 0 1 0 40 
 
 
ECK 40 7 2 0 0 31 
razlika v pojavnosti (p) 0,709 0,296 0,447 / 0,521 
  
ECBD, izolati E. coli pri skupini bolnikov, ki niso potovali; ECK, izolati E. coli pri kontrolni skupini; knDEC, 
klinično najpomembnejši patotipi DEC; EPEC – A/EEC, enteropatogena E. coli; VTEC, verotoksigena E. coli; 
ETEC, enterotoksigena E. coli; EIEC, enteroinvazivna E. coli; ne-knDEC, nediareagena E. coli (patogeni 
potencial teh izolatov ni dokončno pojasnjen, lahko gre za druge, redke DEC, komenzalne seve E. coli ali 
ExPEC) 
 
Pojavnost knDEC med ECBP in ECK se prav tako ni statistično pomembno razlikovala                     
(p = 0,699). Posebej smo analizirali morebitne razlike med pojavljanjem patotipov, edini 
patotip, pri katerem smo opažali statistično pomembno pogostejše pojavljanje med ECBP v 
primerjavi z ECK, je bil ETEC (p = 0,042) (Preglednica 11). 
 
Preglednica 11: Pojavljanje izolatov posameznega patotipa knDEC med preučevanimi izolati E. coli (46 





Število izolatov posameznega knDEC-patotipa  
EPEC – A/EEC VTEC ETEC EIEC ne-knDEC 
ECBP 46 6 0 6 0 34 
ECK 40 7 2 0 0 31 
razlika v pojavnosti (p) 0,405 0,218 0,042 / 0,699 
 
ECBP, izolati E. coli pri skupini bolnikov, ki so potovali izven Evrope, ZDA ali Avstralije; ECK, izolati E. coli 
pri kontrolni skupini; knDEC, klinično najpomembnejši patotipi DEC; EPEC – A/EEC, enteropatogena E. coli; 
VTEC, verotoksigena E. coli; ETEC, enterotoksigena E. coli; EIEC, enteroinvazivna E. coli; ne-knDEC, 
nediareagena E. coli (patogeni potencial teh izolatov ni dokončno pojasnjen, lahko gre za druge, redke DEC, 
komenzalne seve E. coli ali ExPEC) 
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4.4 SEROTIPIZACIJA DIAREAGENIH IZOLATOV ESCHERICHIA COLI IZ BLATA 
4.4.1 Serotipizacija diareagenih izolatov Escherichia coli iz blata bolnikov s težje 
potekajočo drisko, pridobljeno v izvenbolnišničnem okolju, ki so potrebovali 
hospitalizacijo 
V skupini bolnikov s težje potekajočo drisko, pridobljeno v izvenbolnišničnem okolju, smo 
pri sevih ETEC določili serološke skupine O169, O25, dva izolata sta pripadala serološki 
skupini O27 in dva O6, enemu izolatu pa nismo določili serološke skupine, saj ni aglutiniral 
z nobenim antiserumom, ki smo jih imeli v našem naboru. V skupini EPEC – A/EEC je 
imelo 14 izolatov gen eae, vendar pa smo nato na podlagi serološke skupine en izolat uvrstili 
med tEPEC s serološko skupino O111, ostalih 12 pa med A/EEC. Od tega smo pri treh 
določili serološko skupino O6 in pri enemu O25. En izolat je avtoaglutiniral (O-rough 
oblika) (preglednica 12). 
 
V skupini bolnikov z drisko, pridobljeno v domačem okolju, ki niso potovali, smo pri               
EPEC – A/EEC za 7 izolatov določili, da spadajo med A/EEC, med njimi dva spadata v 
serološko skupino O6. En izolat je avtoaglutiniral (O-rough oblika) in mu serološke skupine 
nismo mogli določiti. Pri ETEC pa smo določili serološko skupino O169 (Preglednica 12). 
 
V skupini bolnikov, ki so pridobili potovalno drisko izven Evrope, ZDA ali Avstralije, pa 
smo pri EPEC – A/EEC 5 izolatov uvrstili med A/EEC, med njimi smo enemu določili 
serološko skupino O6 in enemu O25. Določili smo tudi tEPEC, in sicer serološko skupino 
O111. Pri patotipu ETEC smo pri dveh izolatih določili serološke skupine O27, pri dveh O6 
in pri enem O25. En izolat je ostal neopredeljen, saj ni aglutiniral z nobenim antiserumom v 
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Preglednica 12: Število izolatov posameznega patotipa knDEC in serološke skupine med izolati ECB in znotraj 





Število izolatov posameznega knDEC-patotipa in serološke skupine 






12 A/EEC: 3 O6, 1 O25, 
1 tEPEC O111, 
1 O-rough 
1 O169, 1 O25,  













0 5 A/EEC: 1 O6, 1 O25, 
tEPEC O111 
2 O27, 2 O6, 1 O25, 
1 neopredeljena 
 
ECB, izolati E. coli pri skupini bolnikov; ECBD, izolati E. coli pri skupini bolnikov, ki niso potovali; ECBP, 
izolati E. coli pri skupini bolnikov, ki so potovali izven Evrope, ZDA ali Avstralije; knDEC, klinično 
najpomembnejši patotipi DEC; EPEC – A/EEC, enteropatogena E. coli; VTEC, verotoksigena E. coli; ETEC, 
enterotoksigena E. coli; EIEC, enteroinvazivna E. coli 
  
4.4.2 Serotipizacija diareagenih izolatov Escherichia coli iz blata oseb iz kontrolne 
skupine brez driske 
S serotipizacijo določene serološke skupine O pri patotipu VTEC sta O4 in O174. V skupini 
EPEC – A/EEC je bilo 5 izolatov A/EEC. Določili smo eno O1 in O6 serološko skupino. Pri 
dveh izolati je prišlo do avtoaglutinacije (O-rough oz. avtoaglutabilna oblika) in jima nismo 
mogli določiti serološke skupine O, trije izolati pa so ostali neopredeljeni, saj niso 
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Število izolatov posameznega knDEC-patotipa in serološke skupine 













ECK, izolati E. coli pri kontrolni skupini; knDEC, klinično najpomembnejši patotipi DEC; EPEC – A/EEC, 
enteropatogena E. coli; VTEC, verotoksigena E. coli; ETEC, enterotoksigena E. coli; EIEC, enteroinvazivna 
E. coli 
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Glede na smernice ESCMID in IDSA klasična bakteriološka rutinska diagnostika infektivnih 
drisk, ki so pridobljene v izvenbolnišničnem okolju, vključuje kultivacijo salmonel, šigel, 
kampilobaktrov in jersinij, ne vključuje pa dokazovanja DEC. DEC kot povzročiteljico 
infektivnih drisk se običajno išče le v določenih kliničnih situacijah, kot je dokaz VTEC ob 
sumu na HUS ali dokaz ETEC pri potovalnih driskah (Bonacorsi in sod., 2012; Shane in 
sod., 2017). 
 
V raziskavi smo želeli na podlagi genotipizacije in serotipizacije izolatov E. coli iz blata pri 
skupini odraslih bolnikov s težje potekajočo drisko, pridobljeno v izvenbolnišničnem okolju, 
ki so potrebovali hospitalizacijo, in kontrolni skupini oseb brez driske iz laboratorijske 
zbirke ugotoviti pojavljanje klinično najpomembnejših patotipov DEC in jim določiti 
serološke skupine O. 
 
Podatkov o prevalenci DEC pri infektivnih driskah je v evropskem prostoru v odrasli 
populaciji malo. Zadnja velika študija, ki je vključevala diagnostiko DEC na področju 
Evrope, je bila študija Spina in sod. iz leta 2015 »Spectrum of enteropathogens detected by 
the FilmArray GI Panel in a multicentre study of community-acquired gastroenteritis«. V tej 
študiji so preučevali prevalenco povzročiteljev akutnega gastroenteritisa iz 709 vzorcev blata 
bolnikov iz desetih evropskih držav v letu 2014. Vzorce so testirali s komercialno 
molekularno metodo »multiplex PCR FilmArray Gastrointestinal (GI) Panel« brez 
kultivacije ali serotipizacije DEC (Spina in sod., 2015). Naše podatke smo primerjali tudi s 
podatki letnega poročila NIJZ (Nacionalni inštitut za javno zdravje) »Epidemiološko 
spremljanje nalezljivih bolezni v Sloveniji v letu 2016«, v katerem so med drugim zbrani 
podatki o prijavljenih primerih glavnih patotipov DEC v letu 2016 in obdobja 2006–2016 
(preglednica 14), ki so bili prav tako dokončno laboratorijsko opredeljeni z uporabo 
komercialnih kompletov proizvajalca SSI Diagnostica za molekularno dokazovanje klinično 
najpomembnejših patotipov DEC in serotipizacijo v OJZM NLZOH Ljubljana (Grilc in sod., 
2017). Čeprav je v Sloveniji rutinska detekcija DEC v kliničnih mikrobioloških laboratorijih 
dobro vzpostavljena, se zanjo odloča relativno redko, običajno selekcionirano glede na 
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starost bolnika (pogosteje pri otrocih), letni čas in težo bolezni, oziroma v sklopu diagnostike 
HUS, zato je veliko okužb z DEC spregledanih (Trkov in sod., 2015). 
 
Preglednica 14: Prikaz primerjave prijavljenih primerov okužb z E. coli v Sloveniji v desetletnem povprečju 
obdobja 2006–2016 in v letu 2016 ter rezultatov naše raziskave 
 
 EPEC – A/EEC ETEC EIEC VTEC 
Ostale okužbe z 
E. coli 
Skupaj Vir 












EPEC – A/EEC, enteropatogena E. coli; ETEC, enterotoksigena E. coli; EIEC, enteroinvazivna E. coli; VTEC, 
verotoksigena E. coli 
 
5.1 POJAVLJANJE IZOLATOV ESCHERICHIA COLI IZ BLATA BOLNIKOV S 
TEŽJE POTEKAJOČO DRISKO, PRIDOBLJENO V IZVENBOLNIŠNIČNEM 
OKOLJU, KI SO POTREBOVALI HOSPITALIZACIJO, IN BLATA OSEB IZ 
KONTROLNE SKUPINE BREZ DRISKE 
V raziskavi smo v le 22,2 % analiziranih izolatov E. coli, osamljenih iz vzorcev blata tako v 
skupini bolnikov z drisko, pridobljeno v izvenbolnišničnem okolju (22,1 %), in kontrolni 
skupini oseb brez driske (22,5 %), z uporabo komercialnega kompleta »Diarrhoeagenic                
E. coli PCR Kit« dokazali knDEC-patotipe (preglednica 6). Kot je v pregledu objav 
omenjeno, imajo ti izolati gene značilnih virulentnih dejavnikov, in sicer eae, ipaH, estA, 
eltA, vtx1, vtx2. Pri 77,8 % izolatov E. coli pa teh genov nismo zaznali in smo jih zato 
opredelili kot ne-knDEC (preglednica 6). Na podlagi narejene statistične analize je delež 
knDEC primerljiv med ECB in ECK, zato smo ovrgli hipotezo, da bomo pogosteje dokazali 
knDEC med izolati E. coli, osamljenih iz vzorcev blata bolnikov s težje potekajočo drisko, 
ki so potrebovali hospitalizacijo, kot med izolati E. coli osamljenih iz vzorcev blata oseb iz 
kontrolne skupine brez driske. Iz naših rezultatov lahko sklepamo, da je v Sloveniji pri 
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odraslih osebah nizka pojavnost knDEC tudi pri težje potekajočih driskah, kjer bolnik 
potrebuje bolniško oskrbo. Sklepamo pa lahko tudi, da je klinična interpretacija dokaza 
knDEC, osamljenih iz vzorca blata, pri odraslih bolnikih z drisko zahtevna. Naši rezultati se 
ujemajo s podatki Epidemiološkega spremljanja nalezljivih bolezni v Sloveniji v letu 2016. 
V desetletnem povprečju (2006–2016) je bilo prijavljenih skupno samo 160 primerov 
črevesnih okužb z E. coli (Grilc in sod., 2017). K temu delno nedvomno prispeva dejstvo, 
da je dokaz okužbe z DEC tehnično zahtevnejši in bistveno dražji kot dokaz klasičnih 
patogenov, kot sta salmonela ali kampilobakter, in se zato redkeje izvaja kot del rutinske 
diagnostike oz. se zanjo pogosto odloči samo pri določenih kliničnih sindromih, kot je HUS. 
Hkrati pa se za diagnostiko DEC redkeje odloča, saj se je v več študijah izkazalo, da se DEC 
pojavljajo tako pri osebah z drisko kot tudi pri osebah brez driske in je klinična interpretacija 
prisotnosti DEC težavna (Steyer in sod., 2013). 
 
Nadalje smo v sklopu naše raziskave opredelili posamezne patotipe knDEC. Najpogostejše 
so bile okužbe z EPEC – A/EEC (21/135 vzorcev; 15,6 % vseh izolatov) (preglednica 5). 
Naši rezultati so skladni z rezultati epidemiološkega spremljanja prijavljenih primerov                  
E. coli v Sloveniji, ki jih izvaja NIJZ, kjer je bila prav tako v obdobju 2006–2016 največkrat 
zabeležena prijava z EPEC, in sicer so zabeležili povprečno 66 primerov (Grilc in sod., 
2017). Študija Spina in sod. je tudi zaznala EPEC kot najpogostejšega patogena (107/709 
vzorcev; 15,1 %). Samo en izolat EPEC smo s serotipizacijo uvrstili med tEPEC, ostalih 17 
izolatov pa med A/EEC. Pri skupini bolnikov smo jih zaznali 12/14 izolatov EPEC – A/EEC 
(85,7 %) in pri kontrolni skupini 5/7 (71,4 %). Zaradi avtoaglutinacije trem izolatom nismo 
mogli določiti serološke skupine (preglednica 12, 13). Naši podatki so primerljivi s podatki 
NIJZ za leto 2016. Prav tako je večinski del izolatov EPEC pripadal A/EEC skupini (Grilc 
in sod., 2017). Navedene serološke skupine pa se med raziskavama razlikujejo. V naši 
raziskavi smo z uporabljenim naborom antiserumov določili eno O1, eno O25 in štiri O6 
serološke skupine (A/EEC) in O111 (tEPEC) (preglednica 12, 13). NIJZ kot najpogosteje 
določene serološke skupine navaja O128, O103, O26, O145, O111, O118, O127 (Grilc in 
sod., 2017). Razlogi za razlike so verjetno število zajetih bolnikov ter njihova starost, saj 
smo v naši raziskavi zajeli le odrasle bolnike, ter izbira vzorca glede na geografsko lego. 
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Izolati, vključeni v našo raziskavo, so bili namreč zajeti pretežno iz osrednjeslovenske regije, 
NIJZ podatki pa vključujejo vse slovenske regije. 
 
Podobno kot v naši raziskavi, kjer smo patotip EPEC zaznali v kontrolni skupini (7/40 
vzorcev; 17,5 %) (preglednica 7), sta pokazali tudi študiji Gomes in sod. (2016) in Ochoa in 
sod. (2009) kjer so ugotovili, da naj bi bile EPEC dokaj podobno zastopane pri bolnikih z 
drisko (0,05–12 %) in zdravih osebah (0–14 %). 
 
Druga najpogostejša povzročiteljica drisk je bila ETEC (7/135 vzorcev; 5,2 % vseh izolatov) 
(preglednica 5). Podatki so skladni s poročili NIJZ, ki navaja povprečno 23 prijavljenih 
primerov okužb z ETEC v Sloveniji v obdobju 2006–2016, kar je na tretjem mestu po 
pogostnosti – za EPEC in VTEC (Grilc in sod., 2017). Tudi v študiji Spina in sod. so zaznali 
ETEC med petimi najpogosteje zaznanimi patogeni (30/709 vzorcev; 4,2 %). V naši 
raziskavi smo določili serološke skupine O27, O6 (po dva izolata) in O169, O25 (po en 
izolat) (preglednica 12). Za primerjavo NIJZ v epidemiološkem poročilu navaja iste 
serološke skupine, in sicer O25, O169 in O6 (Grilc in sod., 2017). Kot je v pregledu objav 
omenjeno, vsi določeni serotipi (naša raziskava in letno epidemiološko poročilo) sodijo med 
najpogosteje razširjene serotipe ETEC. 
 
Po pogostosti so sledili izolati patotipa VTEC (2/135 vzorcev; 1,5 % vseh izolatov) 
(preglednica 5). Izolatoma smo določili serološko skupino O4 in O174 (preglednica 13). 
Zanimivo je, da smo izolate VTEC dokazali le v kontrolni skupini, več primerov bi bilo 
namreč pričakovati pri bolnikih. Po podatkih ECDC (European Centre for Disease 
Prevention and Control, 2017) je bilo v obdobju 2007–2010 povprečno prijavljenih 3331 
primerov okužb z VTEC v Evropi, od tega 11 v Sloveniji. Med leti 2011–2016 pa je mogoče 
zaznati porast v incidenci okužb, in sicer je bilo v Evropi prijavljenih 6569 primerov, od tega 
25 v Sloveniji. Tudi NIJZ navaja, da je bilo v obdobju 2006–2016 v Sloveniji prijavljenih 
povprečno 28 primerov okužb z VTEC (Grilc in sod., 2017). VTEC O174 v Sloveniji v letu 
2016 po podatkih NIJZ niso določili, prijavljen pa je bil en primer VTEC O4. NIJZ v svojem 
poročilu navaja, da so v letu 2016 izolatom najpogosteje določili O103, O146 in O91, po en 
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izolat pa tudi O4, O5, O15, O26, O50, O76, O111, O113, O148 in O157 (Grilc in sod., 
2017). 
 
Okužb z EIEC nismo zaznali, kar je pričakovano, saj največkrat povzroča driske pri otrocih 
v državah v razvoju in je pomemben patogen pri bolnikih, okuženih s HIV. Prav tako so bili 
tudi v drugih državah Evrope izbruhi z EIEC le občasni; izbruh leta 2012 v Italiji, leta 2014 
dva izbruha v Veliki Britaniji, oba povezana z zaužijem kontaminirane hrane (Michelacci in 
sod., 2016). V študiji Spina in sod. je bila EIEC uvrščena na 16. mesto pogosto odkritih 
patogenov (10/709 vzorcev; 1,4 %). Tudi podatki epidemiološkega spremljanja okužb z               
E. coli v Sloveniji v obdobju 2006–2016 navajajo povprečno samo 6 prijavljenih primerov. 
Leta 2016 so izolatu EIEC določili serološko skupino O73 (Grilc in sod., 2017). 
 
Izolatov, ki bi jih lahko uvrstili med EAEC, v raziskavi nismo iskali. Različne študije kažejo, 
da je ta patotip povezan tako z drisko pri otrocih v državah v razvoju kakor tudi z drisko pri 
popotnikih. Če bi nam komercialni komplet omogočal zaznavanje genov, značilnih za EAEC 
(aatA, aggR in aaiC), bi lahko pričakovali izolate EAEC tudi v naši raziskavi, saj so bili 
vključeni bolniki s potovalno drisko. Po podatkih epidemiološkega spremljanja nalezljivih 
bolezni v Sloveniji v letu 2016  so v 26 vzorcih blata zaznali gen, značilen za EAEC, od tega 
so bile pri štirih vzorcih mešane bakterijske okužbe (Grilc in sod., 2017). 
 
Rezultati naše raziskave potrjujejo, da najdemo knDEC-patotipe tako pri odraslih bolnikih z 
drisko, pridobljeno v izvenbolnišničnem okolju, kot tudi pri odraslih osebah v kontrolni 
skupini brez driske. V kontrolni skupini smo dokazali prisotnost knDEC v skoraj enakem 
odstotku kot pri bolnikih. Podobne ugotovitve so predstavili tudi v študiji Steyer in sod. 
(2016) »Narrowing of the Diagnostic Gap of Acute Gastroenteritis in Children 0-6 Years of 
Age Using a Combination of Classical and Molecular Techniques, Delivers Challenges in 
Syndromic Approach Diagnostics«, v kateri pa so bili kot preučevana skupina vključeni 
otroci do šestega leta starosti, ki so bili zaradi akutnega gastroenteritisa sprejeti v bolnišnico 
v obdobju od oktobra 2011 do oktobra 2012. Pojavljanje E. coli v skupini otrok z akutnim 
gastroenteritisom (30/257 vzorcev; 11,7 %) je bilo podobno kot v kontrolni skupini (4/73 
vzorcev; 5,5 %). Torej je pri opredeljevanju knDEC poleg natančne mikrobiološke 
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diagnostike ključnega pomena tudi sama klinična interpretacija rezultatov (Steyer in sod., 
2016). Tudi v študiji Enserinka in sod. (2014), v katero so bili vključeni vzorci blata 
nizozemskih otrok v dnevnem varstvu brez gastroenteritisov, so v 78 % vzorcev blata zaznali 
črevesne patogene, od tega je bilo v 34,7 % vzorcev prisotnih več enteropatogenov. 
Zaključili so, da bi bilo potrebno osebe spremljati daljše časovno obdobje, da bi ugotovili, 
ali je prisotnost DEC v blatu posledica asimptomatskega nosilstva in ali bi se kasneje lahko 
razvila driska (Enserik in sod., 2014). Glavna pomankljivost naše raziskave, ki je bila 
omenjena tudi v študiji Enserinka in sod., je, da ne vemo zagotovo, da se pri osebah iz 
kontrolne skupine s knDEC v črevesju simptomi bolezni niso razvili kasneje. 
 
V vzorcih blata, iz katerih je bila izolirana E. coli, preučevana v naši raziskavi, in ki so bili 
zbrani v sklopu širše študije, so večkrat dokazali tudi druge povzročitelje drisk oz. je šlo za 
mešano okužbo, ki je vključevala tudi prisotnost knDEC (Pirš M., neobjavljeni podatki). 
Tudi v študiji Spina in sod. so pri 37,8 % vzorcev zaznali molekularne označevalce enega 
patogena in pri 16,4 % vzorcev več patogenov. V mešanih okužbah so prevladovali 
Campylobacter spp., Entamoeba histolytica, Vibrio cholerae, EPEC, EAEC, ETEC, in 
Clostridium difficile. 
 
Razlog za izolacijo po večini nediareagenih izolatov E. coli iz blata sodelujočih v raziskavi 
je tudi normalna prisotnost E. coli kot komenzala v gastrointestinalnem traktu in tako njena 
pogosta prisotnost v blatu. 
 
V raziskavi smo določali knDEC-patotipe, ki jih je uveljavil CDC, in uporabljali komercialni 
komplet »Diarrhoeagenic E. coli PCR Kit« ter se tako omejili samo na zaznavo genov eltA, 
estA, vtx1, vtx2, eae, ipaH. Genetski potencial patogenih sevov E. coli pa je velik in 
odkrivajo se novi patotipi, ki pa še niso tako dobro uveljavljeni kot patotipi, preučevani v 
raziskavi. Že nekateri uveljavljeni patotipi, kot je EAEC ali DAEC, pogosto niso vključeni 
v nabor komercialnih testov za DEC, saj so značilni virulenčni označevalci slabše 
opredeljeni kot pri glavnih patotipih, kot je ETEC ipd. Različne študije kažejo, da morda 
obstajajo tudi drugi DEC-patotipi, kot je patotip NTEC (angl. necrotoxic E. coli).                   
NTEC-sevi so sposobni povzročati vnetje in nekrozo črevesnega epitelija in vsebujejo gene 
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za CNF1 in CNF2 (Kapler in sod., 2013). CNF1-pozitivni sevi so že bili preučevani pri psih 
z drisko, kjer je bila ugotovljena njihova podobnost s CNF1-pozitivnimi sevi iz okužb sečil 
pri psih (Starčič in sod., 2002). Izolati, ki smo jih mi opredelili kot ne-knDEC, iz blata 
bolnikov imajo tako lahko nabor tudi drugih genov, ki prispevajo k njihovemu možnemu 
virulentnemu potencialu povzročanja driske, a smo jih z našim naborom iskanih genov pri 
detekciji žal zaobšli. Tako bi bilo za nadaljnje preučevanje zanimivo tudi izolate ne-knDEC 
testirati za morebitne druge gene virulentnih dejavnikov, kot je CNF, in tako ponovno 
opredeliti njihovo potencialno (ne)patogenost. 
 
5.2 POJAVLJANJE IZOLATOV ESCHERICHIA COLI PRI DVEH SKUPINAH 
BOLNIKOV S TEŽJE POTEKAJOČO DRISKO, PRIDOBLJENO V 
IZVENBOLNIŠNIČNEM OKOLJU, KI SO POTREBOVALI HOSPITALIZACIJO 
– PRI BOLNIKIH S POTOVALNO DRISKO – IN BOLNIKIH Z DRISKO, 
PRIDOBLJENO V DOMAČEM OKOLJU  
V skupini 95 bolnikov so bili vključeni bolniki z drisko, pridobljeno v domačem okolju (49 
oseb), in bolniki s potovalno drisko (46 oseb). Statistična analiza je pokazala, da med 
skupinama ni bilo statistično pomembnih razlik v pojavnosti knDEC (p = 0,365) 
(Preglednica 9). 
 
Pri bolnikih z drisko, pridobljeno v domačem okolju, smo zaznali malo izolatov knDEC 
(9/49 vzorcev; 18,4 %), med njimi so prevladovali izolati EPEC – A/EEC (8/49 vzorcev; 
16,3 %) in samo en ETEC (1/49; 2,0 %) (preglednica 9). Primerjava izolatov skupine 
bolnikov, ki niso potovali, in izolatov kontrolne skupine ni pokazala statistično pomembnih 
razlik v pojavljanju knDEC (p = 0,521), niti razlik v pojavljanju patotipov. Pri obeh skupinah 
so največkrat zabeležene okužbe z EPEC – A/EEC (Preglednica 10). Okužbe z EPEC naj bi 
bile med vsemi patotipi knDEC prevladujoče (Trkov in sod., 2015). 
 
Bolniki s potovalno drisko v naši raziskavi so potovali po različnih državah Azije, Afrike in 
Južne Amerike. Pri teh smo glavne patotipe knDEC zaznali v večjem deležu kot pri bolnikih 
z drisko, pridobljeno v domačem okolju, in kontrolni skupini (12/46 vzorcev; 26,1 %) 
(Preglednica 8), toda po statistični analizi razlike niso bile statistično značilne (p = 0,699) 
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(Preglednica 11). Pričakovali smo večje število knDEC-izolatov v tej skupini bolnikov, saj 
so DEC opisane kot pogoste povzročiteljice potovalnih drisk, razlog za relativno majhen 
delež je lahko, da so bili vključeni le bolniki s težje potekajočo drisko, zaradi katere so 
potrebovali parenteralno rehidracijo. Pri popotnikih je zaznati več EPEC – A/EEC (6/46 
vzorcev; 13,0 %) in ETEC (6/46; 13,0 %) (preglednica 9), pri EPEC statistično pomembnih 
razlik v primerjavi s kontrolno skupino ni bilo. Med skupino popotnikov in kontrolno 
skupino pa so bile statistično pomembne razlike v pojavljanju ETEC (p = 0,042) 
(Preglednica 11). Po podatkih iz literature naj bi bila prav ETEC najpogostejša 
povzročiteljica potovalne driske pri popotnikih v Jugovzhodni Aziji (Lejko Zupanc, 2018). 
V študiji Schultz in sod. (2000) so v skupini oseb, ki so potovale v subtropske dežele, med 
DEC kot najpogostejšo okužbo, povezano z akutno drisko, zaznali ETEC (18/169 vzorcev 
blata bolnikov; 10,7 %, in 4/108 vzorcev blata kontrol; 3,7 %). Z multivariantno statistično 
analizo so dokazali, da je okužba z ETEC povezana z akutno drisko. 
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 Pojavnost knDEC-patotipov je pri odraslih osebah s težje potekajočo drisko, zaradi 
katere so potrebovali hospitalizacijo, v Sloveniji relativno nizka, saj smo knDEC z 
uporabo komercialnega kompleta »Diarrhoeagenic E. coli PCR Kit« dokazali v           
22,2 % analiziranih vzorcev, poleg tega se pojavnost knDEC med skupino bolnikov 
in kontrolno skupino ni statistično pomembno razlikovala (p = 0,960), zato lahko 
našo hipotezo, da so knDEC-patotipi pogostejši pri bolnikih s težje potekajočo 
drisko, zaradi katere so potrebovali hospitalizacijo, zavržemo. V vzorcih blata je bila 
povečini zaznana ne-knDEC. Ker je pojavnost knDEC med bolniki z drisko in 
kontrolno skupino primerljiva, je pri odkrivanju DEC poleg natančne mikrobiološke 
diagnostike ključnega pomena tudi sama klinična interpretacija rezultata. 
 
 Ker smo zaznali izolate patotipov knDEC v kontrolni skupini, lahko sklepamo na 
možnost asimptomatskega nosilstva knDEC. 
 
 Med skupino izolatov ECBP in izolatov ECBD ni bilo statistično pomembnih razlik v 
pojavnosti knDEC (p = 0,365). Pri izolatih ECBD in izolatih ECK ni statistično 
pomembnih razlik v pojavljanju knDEC (p = 0,521). Pri obeh skupinah prevladuje 
patotip EPEC – A/EEC. Med izolati ECBP in izolati ECK smo opazili statistično 
pomembno razliko pri pojavljanju patotipa ETEC (p = 0,042). 
 
 Podatki o pojavnosti okužb s knDEC-patotipi v naši raziskavi so primerljivi s podatki 
Epidemiološkega spremljanja nalezljivih bolezni v Sloveniji v letu 2016. Med 
glavnimi knDEC-patotipi smo najpogosteje izolirali EPEC – A /EEC tako v skupini 
bolnikov kot v kontrolni skupini. Prevladujoča skupina so aEPEC. Pojavljajo se tudi 
izolati ETEC, večina v skupini bolnikov s potovalno drisko, pridobljeno izven 
Evrope, ZDA ali Avstralije. Zaznali smo dva izolata VTEC v kontrolni skupini, med 
bolniki jih nismo našli. Patotipa EIEC nismo zaznali. 
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Patogene seve E. coli delimo na zunajčrevesne patogene oz. ExPEC in črevesne patogene 
oz. IPEC, imenovane tudi diareagene E. coli (DEC). S črevesnimi okužbami je povezanih 
več klinično pomembnih patotipov, ki se med seboj razlikujejo v naboru virulentnih 
dejavnikov in značilni patogenezi. Po CDC med glavne patotipe DEC uvrščamo 
enteroinvazivno E. coli (EIEC), enteropatogeno E. coli (EPEC), enterohemoragično oz. 
verotoksigeno E. coli (EHEC oz. VTEC), enterotoksigeno E. coli (ETEC), 
enteroagregativno E. coli (EAEC) in difuzno adherentno E. coli (DAEC) (Toval in sod., 
2014; Kaper in sod., 2004). 
 
Namen magistrske naloge je bil na podlagi genotipizacije in serotipizacije izolatov E. coli iz 
blata odraslih bolnikov s težje potekajočo drisko, pridobljeno v izvenbolnišničnem okolju, 
ki so potrebovali hospitalizacijo, in oseb iz kontrolne skupine brez driske ugotoviti 
pojavljanje klinično najpomembnejših patotipov DEC (knDEC). 
 
V prvem delu raziskave smo za vse preučevane izolate E. coli iz vzorcev blata z uporabo 
komercialnega kompleta »Diarrhoeagenic E. coli PCR Kit« proizvajalca SSI Diagnostica 
iskali knDEC-patotipe (EPEC – A/EEC, VTEC, ETEC, EIEC). Metoda izbora je bil hkratni 
(multiplex) PCR, ugotavljali pa smo prisotnost šestih genov za virulentne dejavnike – eltA, 
estA, vtx1, vtx2, eae in ipaH – značilnih za izbrane patotipe. V drugem delu raziskave smo 
določali serološke skupine O izolatom knDEC z naborom antiserumov proizvajalca Statens 
Serum Institut in Denka Seiken. 
 
Pridobljeni podatki kažejo, da je pojavnost okužb s knDEC-patotipi pri odraslih osebah nizka 
(30/135 vzorcev; 22,2 %). Med izolati iz skupine bolnikov z drisko, pridobljeno v 
izvenbolnišničnem okolju, in izolati kontrolne skupine oseb brez driske ni bilo statistično 
pomembnih razlik (p = 0,960), zato lahko našo hipotezo, da so knDEC pogostejše pri 
bolnikih s težje potekajočo drisko, ki so potrebovali hospitalizacijo, zavržemo. Prav tako 
primerjava izolatov vsake posamezne skupine bolnikov (bolniki s potovalno drisko, 
pridobljeno izven Evrope, ZDA ali Avstralije, ter bolniki, ki so drisko pridobili v domačem 
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okolju, ki niso potovali) z izolati kontrolne skupine ni pokazala statistično pomembnih razlik 
v pojavljanju knDEC (ECBP – ECK p = 0,699 in ECBD – ECK p = 0,521). Opažali pa smo 
statistično pomembno pogostejše pojavljanje patotipa ETEC pri bolniki s potovalno drisko 
(p = 0,042). Največkrat dokazani patotip je EPEC – A/EEC, sledi ETEC in VTEC. Izolatov, 
ki bi pripadali patotipu EIEC, nismo našli. Med dvema preučevanima skupinama bolnikov 
(ECBP, ECBD) ni bilo statistično pomembnih razlik v pojavnosti knDEC (p = 0,365) oz. v 
pojavnosti posameznih patotipov. Pri primerjavi podatkov z drugimi študijami, ki so jih 
izvajali v Sloveniji (Epidemiološko spremljanje nalezljivih bolezni v Sloveniji v letu 2016) 
in drugih evropskih državah, smo ugotovili, da imamo glede pojavljanja knDEC-patotipov 
pri odraslih osebah primerljive rezultate. 
 
Za diagnostiko DEC se v kliničnih laboratorijih odloča redko, saj je dokaz okužbe z DEC 
tehnično zahtevnejši in bistveno dražji kot dokaz klasičnih patogenov, kot sta salmonela ali 
kampilobakter. Običajno se izvaja selekcionirano glede na starost bolnika (pogosteje pri 
otrocih), letni čas in težo bolezni (HUS). Hkrati pa se za diagnostiko redkeje odloča tudi 
zato, ker se je v več študijah izkazalo, da se DEC pojavljajo tako pri osebah z drisko kot tudi 
pri osebah brez driske, kar oteži klinično interpretacijo rezultata. To smo potrdili tudi z našo 
raziskavo z uporabo komercialnega kompleta. Ker smo bili pri tem omejeni na zaznavo 
genov eltA, estA, vtx1, vtx2, eae, ipaH, obstaja možnost, da smo zaobšli morebitne druge 
gene virulentnih dejavnikov, ki se pojavljajo pri drugih, redkejših ali še slabše opredeljenih 
patotipih DEC. 
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